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RESUMO

O cancer de mama € a doenca neoplasica mais incidente em mulheres no mundo e
no Brasil. O microambiente tumoral, constituido pelas células neoplésicas, nao-
neoplasicas e matriz extracelular adjacente, apresenta grande importancia na
progressao e resisténcia ao tratamento do cancer ao fornecer um ambiente propicio
para o desenvolvimento tumoral. O metabolismo lipidico é de suma importancia nesse
contexto por ser utilizado pelas células tumorais para producao de energia, estruturas
e produtos essenciais na multiplicacdo, resiliéncia e disseminacdo celular. Em
contrapartida, células imunes inseridas no mesmo microambiente também séo
dependentes de lipidios para diversas fungdes, com efeitos pré-inflamatérios ou anti-
inflamatorios, a depender da estimulagédo recebida. Apesar dos avancos cientificos
recentes, existem ainda muitas lacunas a respeito destes mecanismos para que
possam ser explorados como sinalizadores de progndstico, risco elevado de
progressdo ou até mesmo para fins terapéuticos. Este estudo analisou amostras de
cancer de mama de pacientes submetidas a cirurgia, realizando a extracdo de RNA
dos fragmentos tumorais para avaliar por meio de PCR gquantitativo em tempo real
(QRT-PCR) a expressdo dos genes CD36, Acil-CoA desidrogenase de cadeia longa
(ACADL), Glicerol-3-fosfato aciltransferase 4 (GPAT4) e carnitina palmitoiltransferase
la (CPT1a), envolvidos no metabolismo lipidico de células tumorais e imunes, além
de Arginase 1 (ARG1) expresso por macréfagos associados ao tumor (TAMS).
Avaliamos a correlacdo da expressdo desses genes com os diferentes estagios e
subtipos tumorais. Além disso, estudamos por meio de banco de dados as diferencas
na dependéncia do metabolismo lipidico entre TAMs e macréfagos glandulares em
um modelo murino de cancer de mama com expressado do receptor do fator de
crescimento epitelial humano 2 (HER2). Observamos queda nos niveis de expressao
relativa de ACADL nas portadoras de cancer de mama, enquanto GPAT4 e CPTla
encontraram-se elevados significativamente, mostrando uma associagéo importante
entre o metabolismo lipidico e uma atividade imune permissiva ao desenvolvimento
tumoral. Adicionalmente, o GPAT4 associa-se positivamente aos tumores HERZ2,
apesar de inversamente proporcional a sua progressdo. Também constatamos que o
perfil lipidico dos TAMs em modelo murino de cancer de mama também apresenta
alteracdes importantes comparados aos macrofagos glandulares, de maneira propria,

com a diminuicdo de CD36, por exemplo. Como desfecho, pudemos ampliar o



conhecimento a respeito dos mecanismos envolvidos na progressdo tumoral, que
envolve vias do metabolismo lipidico no microambiente tumoral, tanto em células
tumorais como em TAMSs.

Palavras-chave: cancer de mama; microambiente tumoral; perfil lipidico.



ABSTRACT

Breast cancer is the most frequent neoplastic disease in women worldwide and in
Brazil. The tumor microenvironment, constituted by neoplastic and non-neoplastic cells
and adjacent extracellular matrix, is of great importance in cancer progression and
resistance to treatment by providing a favorable environment for its development
through tumor-released mediators. The lipid metabolic pathway is of paramount
importance in this context because it is used by tumor cells to bring out energy,
structures and other products essential in the multiplication, resilience and
dissemination of tumor cells. On the other hand, immune cells inserted in the same
microenvironment are also dependent on lipids for several functions, with either pro-
inflammatory or reparative effects, depending on the received stimuli. Despite recent
scientific advances, there are still many gaps regarding these mechanisms so that they
can be explored as progression or prognostic indicators, or even for therapeutic
purposes. This study analysed breast cancer samples from patients submitted to
surgery, performing RNA extraction from tumor fragments to evaluate, by means of
gRT-PCR the expression of CD36, Acyl-CoA dehydrogenase long chain (ACADL),
glycerol-3-phosphate acyltransferase 4 (GPAT4), carnitine palmitoyltransferase la
(CPT1a) and arginase 1 (ARG1) genes, involved in the lipid metabolism of tumor and
immune cells, and their correlation with the different stages and tumor subtypes.
Additionally, we also studied the reliance on lipid metabolism of TAMs compared to
glandular macrophages in a human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) positive
breast cancer murine model. We observed a decrease in the levels of relative
expression of ACADL in women with breast cancer, while GPAT4 and CPTla were
significantly elevated, showing a previously undisclosed association between lipid
metabolism and an immunity that is permissive to tumor development. Additionally,
GPATA4 is positively associated with HER2 tumors, despite being inversely proportional
to their progression. We also found that the lipid profile of TAMs in the murine model
also shows changes compared to glandular macrophages, albeit in a different manner,
such as the downregulation of CD36. As an outcome, we were able to expand the
knowledge about the mechanisms involved in tumor progression, which involves lipid

metabolism pathways in the tumor microenvironment, in both tumor cells and in TAMs.

Keywords: breast cancer; tumor microenvironment; lipid profile.



11
111
1.1.2

2.1
2.1.1
2.1.2
2.1.3
214
2.2
221
2.3
2.3.1
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8

4.1
4.2

SUMARIO

INTRODUCAO

OBJETIVOS

Objetivo geral

Objetivos especificos

REVISAO DA LITERATURA

CANCER DE MAMA

Epidemiologia

Rastreio e diagnéstico

Patologia e estadiamento

Tratamento

MICROAMBIENTE TUMORAL

Macrofagos associados ao tumor
METABOLISMO LIPIDICO NO CANCER
Metabolismo lipidico dos TAM

CD36

GLICEROL-3-FOSFATO ACILTRANSFERASE 4
ACIL-COA DESIDROGENASE DE CADEIA LONGA
CARNITINA PALMITOIL TRANSFERASE 1A
ARGINASE 1

METODOLOGIA

DESENHO DO ESTUDO

AQUISICAO DAS AMOSTRAS

CRITERIOS PARA SELECAO DE PACIENTES
EXTRACAO DO RNA TECIDUAL

SINTESE DO CDNA

QRT-PCR

METODO DE ANALISE DOS DADOS
CONSIDERACOES ETICAS

RESULTADOS E DISCUSSAO

EXPRESSAO GENICA NO CA DE MAMA
EXPRESSAO DE GENES EM MODELO MURINO

10
10
10
11
11
11
15
16
19
19
20
20
22
23
24
24
24
25
26
26
26
26
27
27
27
28
29
30
30
34



CONCLUSAO

CONSIDERAGCOES FINAIS

REFERENCIAS

APENDICE A — CD8+ T CELL METABOLIC CHANGES IN
BREAST CANCER

ANEXO A - PARECER E APROVACAO DO PROJETO NO
COMITE DE ETICA E PESQUISA EM SERES HUMANOS DO
HOSPITAL DO CANCER DE PERNAMBUCO

37
38
39
44

45



1 INTRODUCAO

O céancer (CA) é um dos maiores problemas de salude da sociedade atual,
sendo estimados mais de 19 milhdes de novos casos diagnosticados em 2020 e quase
10 milhdes de 6bitos para 0 mesmo periodo, globalmente. Dos inUmeros tipos de
cancer, o mais prevalente em mulheres € o cancer de mama. No Brasil, 0
envelhecimento populacional contribui para o aumento progressivo do ja elevado
namero de casos, bem como ébitos. Pernambuco, situado na regido nordeste do pais,
contribuiu com taxas de incidéncia e mortalidade acima das médias nacional e mundial
(INCA, 2020).

O rastreio da neoplasia de mama € realizado por meio da mamografia em
pacientes de meia-idade (MIGOWSKI et al., 2018). Apesar dos esforgos
governamentais, ainda ha um déficit na oferta de exames necessarios para a
cobertura adequada da populacéo brasileira, com uma proporcédo de 27,2% dessa
faixa etaria sem mamografia nos ultimos dois anos em 2021.

Atrasos no rastreio e diagnéstico levam a maior propor¢cdo de estagios
avancados ao diagndéstico, onde nos ultimos vinte anos, a propor¢cdo de casos
detectados em estagios Il e IV manteve-se estavel, correspondendo a
aproximadamente 40% do total. Tal retardo diagndstico traz um pior progndstico e a
necessidade de medidas terapéuticas progressivamente mais complexas e custosas,
de dificil disponibilidade no sistema de saude publico. A sobrevida em 5 anos é de
99% na doenca localizada, comparada com 86% em doenca regional e 30% na
doenca disseminada (NIH, 2022).

Estudos buscam marcadores tumorais que possam oferecer dados quanto ao
prognaostico, susceptibilidade a determinadas terapias ou pacientes sob maior risco de
progressédo da doenca (DESHPANDE et al., 1999) para um uso mais racional e eficaz
dos tratamentos, bem como a priorizagédo de doentes com subtipos mais agressivos.

Nesse contexto, um recente tema de estudo tem sido o microambiente tumoral,
que é definido pelo conjunto que engloba n&o apenas células tumorais, mas também
estromais, como fibroblastos, células endoteliais e imunes, além de toda a matriz
extracelular subjacente. O tumor é capaz de estimular por diversos mecanismos esses
agentes para o auxilio da progresséo tumoral e resisténcia terapéutica por meio da
angiogénese, inibicdo da apoptose e bloqueio do reconhecimento imune, entre outros
meios (BAGHBAN et al., 2020).
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O metabolismo lipidico € de fundamental importancia para todas funcdes
celulares, na formacédo e manutencédo da membrana celular, metabolismo energético
e sintese de proteinas e outros produtos. Devido ao elevado metabolismo das células
cancerigenas a maior intensidade de tais processos demanda uma quantidade ainda
maior de substrato, o que culmina na desregulacdo da lipogénese para suprir tal
demanda. Ao contrario da captacdo exdgena de lipidios habitual nas células normais,
as cancerigenas apresentam um estimulo a producéo interna, favorecida pela glicolise
aerébia e hiper regulacdo da glutamina. A producdo aumentada de lipidios no
microambiente tumoral esta diretamente relacionada a progressdo da doenca por
meio da proliferacao e diferenciacdo celular, metastatizacdo, resisténcia terapéutica e
mecanismos imunossupressores (LE et al., 2021).

Tal via, devido a sua grande importancia biolégica, tem sido estudada na busca
de possiveis alvos terapéuticos no combate ao céncer. Entretanto, apesar dos
recentes avancos, ainda existem muitas lacunas na compreensdo da sintese,
armazenamento, transporte e uso dos lipidios a se elucidar.

Este estudo busca, através da andlise de genes participantes nesses
mecanismos, corroborar a hipotese vigente de que estes meios sdo explorados pelas

células cancerigenas no desenvolvimento tumoral.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Estudar o perfil lipidico do microambiente tumoral do CA de mama.

1.1.2 Objetivos especificos

Identificar a expressao dos genes CD36, ACADL, GPAT4, CPT1A e ARGl em
amostras de tecido neoplasico mamario de diferentes estagios e subtipos.

Correlacionar a expressdo genética de genes do metabolismo lipidico no
microambiente tumoral com os diferentes estagios e subtipos de cancer de mama.

Avaliar a expressao de genes homologos de captacéo, sintese, acumulo e
degradacéo de lipideos em macréfagos associados ao tumor mamario em modelo

murino utilizando dados publicamente disponiveis na plataforma NCBI GEO DataSets.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 CANCER DE MAMA
2.1.1 Epidemiologia

O cancer de mama €, excetuando-se o cancer de pele ndo-melanoma, a
doenca neoplésica mais incidente no sexo feminino no mundo, despontando como
cancer mais comum em 160 paises (Figura 1), igualmente responsavel pela maior

parcela de 6bitos oncologicos femininos em 113 paises (Figura 2).

Figura 1 - Incidéncia do Cancer de Mama (Ranking), 2020 (exc. CPNM)

-102
>=112

I Na&o aplicavel
Sem dados

Fonte: Adaptado de GLOBOCAN (2020).

Figura 2 - Mortalidade do Céncer de Mama (Ranking), 2020 (exc. CPNM)
e o . '

-10°
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I Néo aplicavel
Sem dados

Fonte: Adaptado de GLOBOCAN (2020).



12

Sob outra perspectiva, a doenca foi responsavel por um total estimado de
2.261.419 novos casos no ano de 2020 (Figura 3) e contribuiu com 684.996 6bitos
globais no mesmo periodo (Figura 4).

Figura 3 - Estimativa de novos casos de cancer em mulheres, 2020 (exc. CPNM)

Mama
2.261.419 (24,5%)

Outras neoplasias
4.276.565 (46,3%)

Colorretal
865.630 (9,4%)
Pulmao
770.828 (8,4%)
Tiredide Colo uterino
448.915 (4,9%) 604.127 (6,5%)

Total: 9.227.484

Fonte: Adaptado de GLOBOCAN (2020).

Figura 4 - Estimativa de 6bitos de caAncer em mulheres, 2020 (exc. CPNM)

Mama

684.996 (15,6%)
Pulmao
607.465 (13,8%)

Estomago
266.005 (6%)

Total: 4.403.188

Outras neoplasias
2.083.355 (47,3%)

Colorretal
419.536 (9,6%)

Colo uterino
341.831 (7,7%)

Fonte: Adaptado de GLOBOCAN (2020).
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Outro dado interessante é a relacdo entre incidéncia e mortalidade na
comunidade internacional. Paises desenvolvidos tendem a apresentar uma maior
prevaléncia devido a maior idade populacional, porém a melhor assisténcia a saude
reduz o niumero de 6bitos. Em contrapartida, paises em desenvolvimento apresentam
menor mortalidade por possuirem uma populacdo mais jovem, ao passo que a
mortalidade elevada nesses locais € um reflexo das condi¢cdes de saude inadequadas
(Figura 5). Na figura 5 também é possivel observar o Brasil em uma posi¢édo
intermediaria, reflexo da sociedade em envelhecimento e engrandecimento

econdmico nas ultimas décadas.

Figura 5 - Mortalidade por Incidéncia (paises) por cancer de mama, 2020
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30+
8 .. o
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Fonte: Adaptado de GLOBOCAN (2020).

O Brasil segue a tendéncia mundial ao apresentar o cancer de mama como o
mais incidente no sexo feminino. Em termos absolutos nosso pais € o 5° maior em
namero de casos e 6° em 6bitos, porém ao observarmos as taxas de incidéncia e
mortalidade ocupamos o 52° e 109° lugar, respectivamente. Nacionalmente, a
neoplasia mamaria superou inclusive o cancer de prostata em numero absoluto de

casos na populacao geral brasileira no ano de 2020 (Figura 6).



14

Figura 6 - Distribuicao proporcional estimada das neoplasias mais incidentes no Brasil por sexo, para
2020 (exceto CPNM)

Localizacdo primaria Casos % Localizacdo primaria Casos %
prostata 65840 292%  Mamafeminina 66280 29,7%
Colon e Reto 20540 9,1% Homens Mulheres Colon e Reto 20470 9.2%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.760 7,9% Colo do utero 16.710  7.5%
Estémago 13.360 5,9% Traqueia, Brénquio e Pulmao 12.440 5,6%
Cavidade Oral 11200 50% Glandula Tireoide 11.850  54%
Eséfago 8690 39% Estémago 7.870  3,5%
Bexiga 7.590 3,4% Ovério 6.650 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6580 29% Corpo do Utero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2.9% Linfoma n&o Hodgkin 5.450 2,4%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema Nervoso Central 5.230 2,3%

Fonte: Adaptado de INCA (2020).

A distribuicdo nacional dos casos, porém, € bastante heterogénea, reflexo das
importantes diferencas econdmicas e sociais nas diversas regiées do pais. A taxa de
incidéncia tende a ser mais elevada no Sul e Sudeste do pais, onde a populacéo
apresenta maior idade média e elevada urbanizacéo e industrializacdo (Figura 7). Ja
o indice de mortalidade apresenta-se mais distribuido, com diferenga importante em

alguns estados do Norte e Nordeste, relacionada a menor disponibilidade de

assisténcia a saude e piores indicadores socioeconémicos (Figura 8).

Figura 7 - Taxa de Incidéncia do Cancer de Mama por estado

Casos/
100 mil Mulheres

B 49,25 - 75,24
B 40,55 - 49,24
1132,48-40,54

22,56 - 32,47

Fonte: Adaptado de INCA (2020).
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Figura 8 - Taxa de Mortalidade do Cancer de Mama por estado
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Fonte: Adaptado de INCA (2020).

2.1.2 Rastreio e Diagnhostico

O rastreio do cancer de mama no Brasil é estabelecido de maneira geral pela
realizacdo de mamografia a cada dois anos na populacao feminina entre 50 e 69 anos,
por oferecer o melhor equilibrio entre um diagnostico precoce e 0s riscos relacionados
ao exame (MIGOWSKI et al., 2018). Infelizmente ainda ndo ha uma cobertura
universal e acessivel para o publico-alvo, de modo que apenas pouco mais de 50%
realizam o exame na periodicidade estipulada (Figura 9), culminando em uma maior

proporc¢éo de estagios avancados ao diagnostico.

Figura 9 - Percentual de mulheres entre 50 e 69 anos com mamografia ha menos de 2 anos, 2019

70,0 65,2
58,3 I 58,8 56,6
60,0 I
49,5 I
50,0 43,2 I

40,0 I

30,0

Percentual

20,0
10,0

0,0
Brasil Norte Nordeste Sudeste Sul Centro-Oeste

Fonte: Adaptado de Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (2019).
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O achado radiolégico do exame é categorizado de acordo com o Sistema de
Relatério de Dados sobre Imagem da Mama (BI-RADS), criado em 1993 pelo Colégio
Americano de Radiologia (ACR) com a finalidade de sistematizar os relatérios
mamograficos para estudos e comparacdes futuras, bem como oferecer uma
estimativa da possibilidade de doenca maligna (Tabela 1). De acordo com a
classificacdo mantém-se o acompanhamento radiolégico com periodicidade igual ou
maior ou pode ser indicada uma bidpsia do local suspeito, seja por puncado ou no
préprio ato cirurgico, quando indicado. Apds avaliacdo cito ou histopatolégica do

material coletado, € definido o diagnadstico.

Tabela 1 - Classificacdo BI-RADS e conduta sugerida

Birads | Interpretagéo | Conduta Médica

0 O exame nao foi capaz de avaliar Outros exames tém que ser feitos (mamografia de
corretamente a mama compreensao, ultrassom ou ressonéncia de mama)
Exame normal Seguir rastreamento com mamografia normalmente

2 Exame normal Sequir rastreamento com mamografia normalmente

3 Sequir rastreamento com mamografia normalmente
Provavelmente normal ou repetir exame com 6 meses

4A, 4B e 4C Risoo baixa (4A), moderado (4B) e alto Realizar biépsia da mama

(4C) de cancer

5 Risco alto de cancer Realizar biépsia da mama

Paciente ja tem cancer comprovado
6 por bidpsia e fez mamografia para Planejamento da cirurgia
planejar a cirurgia

Fonte: Adaptado de https://vidasaudavel.einstein.br/ (acesso em 23/08/22).

2.1.3 Patologia e Estadiamento

ApoOs a confirmacédo da doenca, é imperativo descobrir por imunohistoquimica
o perfil molecular do cancer de mama, composto por diversos subtipos de acordo com
a expressao de receptores hormonais de estrogeno ou progesterona ou do HER2.
(Tabela 1). Tal classificacdo esta intimamente relacionada ao tratamento e expectativa
de vida do paciente, com 0s subtipos luminais associados a melhor prognéstico ao
passo que o HER2, e principalmente o TN, ligados a uma menor sobrevida.
Habitualmente, quanto maior a expressao de receptores, maior 0 acervo terapéutico

a disposicéo para o caso; um tumor RE*/HER2* & mais facilmente tratado que um RE"
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/HERZ2*, pela possibilidade de hormonioterapia, que tem como alvo o receptor de
estrogénio (LIU et al., 2017).

Tabela 2 - Subtipos moleculares por receptor expressado

Subtipo RE RP HER2
Luminal A + + -
Luminal B + -/ + -

HER?2 -/ + -/ + +
TN - - -

Fonte: AJCC, Manual de Estadiamento do Cancer, 82 edig&o (2018).

7z

Outra classificacdo patolégica pertinente ao cancer de mama € o grau
histologico (sistema de classificacdo SBR), o qual estratifica caracteristicas
morfologicas (formac&o tubular, pleomorfismo nuclear e mitoses) de favoravel a
desfavoravel.

A classificagdo oncolégica mais conhecida é o TNM, desenvolvida pela Uniédo
Internacional Contra o Cancer na década de 1940. Ela avalia o crescimento local do
tumor primario, sua disseminacéo linfatica e a presenca de metastases a distancia,
com a obtencdo de determinados grupos de estagio, sendo o principal método para
definicdo prognoéstica e terapéutica (Tabela 2). A partir da edicdo mais recente,
publicada pela AJCC em 2018, pode englobar as classificacbes molecular e
histol6gica para distinguir o chamado grupo de estagio progndstico, com maior

acuidade na instituicdo de condutas clinicas.



Tabela 3 - Classificacdo TNM

T N M Estadiamento
Tis NO MO 0
T1 NO MO 1A
TO N1mi MO IB
T1 N1mi MO IB
TO N1 MO A
T1 N1 MO A
T2 NO MO A
T2 N1 MO B
T3 NO MO B
TO N2 MO A
T1 N2 MO A
T2 N2 MO A
T3 N1 MO A
T3 N2 MO A
T4 NO MO B
T4 N1 MO B
T4 N2 MO B
CQualquer T N3 MO nc
Qualquer T Qualquer N M1 v

Fonte: AJCC, Manual de Estadiamento do Cancer, 82 edicdo (2018)
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2.1.4 Tratamento

O tratamento atual do cancer de mama conta com multiplas ferramentas,
divididas em tratamento local (cirurgia e radioterapia) e sistémico (quimioterapia,
hormonioterapia e terapia bioldgica). Em estagios iniciais (I e 1), a conduta habitual é
realizar primeiramente a cirurgia (com retirada do tumor por mastectomia parcial ou
total), com radioterapia posterior em circunstancias selecionadas. O uso de terapia
hormonal ou biolégica também pode ser aplicado de acordo com a presenca de
receptores hormonais ou HER2, respectivamente. JA& em casos moderados
(principalmente estagio Ill), é preferivel a quimioterapia neoadjuvante (NAC) para
posterior tratamento local com cirurgia e radioterapia. Para o estadio IV, mais
avancado, tipicamente sdo empregadas apenas medidas sistémicas, com priorizacao
a qualidade de vida e emprego restrito de tratamento local (HENRY, 2020). O
progndstico é cada vez melhor com a descoberta de novas terapias e o melhor acesso
ao tratamento, com a sobrevida em 5 anos variando de 99%, para os estadios 1 e 2,
até 40% para os estadios 3 e 4 (MAKDISSI et al., 2019).

2.2 MICROAMBIENTE TUMORAL (TME)

O microambiente tumoral é constituido pelo tumor propriamente dito, estroma
celular adjacente e a matriz que o permeia. Intimamente influenciado pela secrecéo
tumoral de citocinas, quimiocinas e outros fatores, passa por uma reprogramacao que
o leva a promover o crescimento e desenvolvimento tumoral. Dentre as varias
populacbes de células ndo-neoplasicas subvertidas, aquelas da imunidade inata
(macrofagos, células NK, neutréfilos etc.) e adaptativa (linfocitos T e B) tém sido
implicadas por estudos recentes como preponderantes na formacéo e manutencao de
um meio afavel ao desenvolvimento neoplasico, oposto ao papel inflamatério e
supressivo esperado (HINSHAW et al., 2019).

Um dos principais mecanismos imputados nesse contexto é o da hipdxia, que
ocorre apesar da angiogénese tumoral devido ao fato da mesma resultar em uma
vasculatura aberrante e descontinua, além de uma drenagem linfatica anormal, com
alta presséo intersticial. Tal quadro culmina na persisténcia e acumulo dos
reguladores pré-tumorais, bem como na ativacdo de fatores induzidos por hipéxia,

com consequente estimulo a transicdo epitelial-mesenquimal. Adicionalmente, a
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producao resultante de acido latico diminui o pH local, o que reduz a atividade imune
humoral e a resposta terapéutica, contribuindo ainda para a metastatizacdo pelo
estimulo a producéo de proteases (JING et al., 2019).

No cancer de mama, especificamente, além dos fatores comuns as neoplasias
de outros sitios primarios, um aspecto Unico € a relacéo entre as células neoplasicas
e os adipécitos, com grande importancia para a progressao tumoral (HOUTHUIJZEN
et al., 2018). Além disso, o tecido adiposo contribui ainda com células-tronco
mesenquimais, as quais podem se diferenciar em subpopulagcbes de fibroblastos
associados ao cancer, gue por sua vez se relacionam com a resisténcia terapéutica e
pior prognostico (SCHICHENG et al., 2018).

2.2.1 Macrofagos associados ao tumor (TAM)

TAMs compreendem uma subpopulacédo de elevada importancia no contexto
tumoral, sendo estes derivados de mondcitos (M@s). Atuantes por um lado na resposta
imune pela fagocitose e apresentacdo de antigenos, e por outro, no reparo e
reorganizacao tecidual, refletem a dicotomia Th1/Th2. Originados no saco vitelino e
posteriormente, figado fetal, os mondcitos habitam a medula 6ssea e séo recrutados
sob o estimulo tumoral mediado por quimiocinas (CCL1, CXCL1, CXCL2 e CX3CL1,
entre outras) e diferenciados em macréfagos por meio da secrecdo de CSF-1 por
células neoplasicas, entre outras. Quando inseridos no TME, os M@s séo estimulados
pela IL-4 a expressarem predominantemente o perfil Th2, ndo apenas permitindo o
crescimento e progressdo das células tumorais, como compondo a massa tumoral em
até metade de seu volume total em alguns casos. Adicionalmente, a producéo local
de fatores como EGF e CSF-1, € associada a migracdo e metastizacao in vivo. No
cancer de mama, especificamente, é reconhecida a alta importancia de tal populacao,

cuja presenca é associada a pior desfecho clinico (ZHAO et al., 2017).
2.3 METABOLISMO LIPIDICO NO CANCER
Niveis lipidicos anormais no sangue estdo intimamente associados com a

metastase de muitos tipos de cancer e desenvolvimento de diversas doencas
inflamatorias (SHEN et al., 2018).
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Adipocinas (leptina, adiponectina, colageno VI, entre outros) promovem
crescimento e sobrevivéncia das células neoplasicas no CA de mama (IYENGAR et
al., 2005) (VONA-DAVIS et al., 2007). A producéo de metaloproteinases (MMP-11) no
tecido adiposo é induzida pelas células cancerigenas, auxiliando-as a invadir as
adjacéncias (ANDARAWEWA et al., 2005). Adipocitos tumorais isolados
apresentaram mudancas fenotipicas caracterizadas pela superexpressdao de MMP-11,
PAI-1 e IL-6 em comparacgdo aqueles oriundos de glandulas mamarias saudaveis,
permitindo um comportamento tumoral agressivo (MOTRESCU et al., 2008). Em
modelo animal, uma dieta hipercal6rica rica em gordura induziu mudancas
metabdlicas, com o aumento da massa tumoral devido a limitacdo da resposta anti
tumoral de linfécitos T CD8+, tanto devido a menor fracdo destes dentre os linfocitos
CD45+ infiltrados, quanto pela menor expresséao de fatores co-estimuladores e co-
inibidores, como ICOS e PD-1, respectivamente. Concomitantemente, houve uma
expressdo diminuida da granzima B, de funcéo citolitica. Ndo houve alteracdo na
producdo de citocinas inflamatérias (notadamente IFNy e TNF-a). Populacbes
celulares inseridas no TME respondem distintamente as alteracdes metabdlicas
sistémicas, resultando em diferentes adaptacdes na utilizacdo de acidos graxos
(RINGEL et al., 2020).

Foram observados efeitos pro-tumoral em modelo murino de cancer de mama
submetidos a uma dieta rica em lipidios. A superexpresséo de prolil hidroxilase 3
(PHD3), um fator pro-apoptoético induzido por hipdxia, foi capaz de melhorar a acéo
antitumoral das células T, atenuando o efeito dietético. Mdltiplas evidéncias sugerem,
portanto, que uma reprogramacdo metabdlica local induzida por uma dieta
hiperlipidica altera a distribuicdo energética e reduz a imunidade antitumoral no TME,
embora reversivel (RINGEL et al., 2020).

Adipdcitos proporcionam diretamente substratos metabdlicos para auxiliar as
demandas metabdlicas das células neoplasicas. Estudos em modelos animais
demonstram gque a invasao celular estimulada pelos adip6citos deve-se ao suprimento
energético pela oxidacdo de acidos graxos. A inibicdo de CPT1, uma enzima
mitocondrial responsavel pela formacdo de acilcarnitinas para oxidacdo nas
mitocondrias, abrandou a capacidade migratoria tumoral apesar da interacdo entre
células tumorais e adipocitos (WANG et al., 2017). Mecanismo este agiria desde o
desenvolvimento neoplasico inicial, dada a justaposi¢cdo intima entre adipocitos e

células neoplasicas.
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Além disso, uma secrecao elevada de IGF-1 na obesidade foi proposta como
mecanismo subjacente na resisténcia clinica a determinados esquemas
quimioterapicos (NAHTA et al., 2012) e até a radioterapia (BOCHET etal., 2011), com
as sinaliza¢6es tanto sistémica quanto paracrina implicadas (RENEHAN et al., 2006).

Estudos mostram que a glicolise aerébica também se relaciona com a sintese
lipidica pela via das pentoses-fosfato, com o NADPH servindo como importante
substrato (PATRA et al., 2014).

Desta forma consolida-se na literatura as transfiguragcbes metabdlicas na
captacao, sintese e oxidacdo dos lipidios no microambiente tumoral como sendo
benéficas para a progressdo neoplasica, promovendo proliferacdo, invasdao e

resisténcia terapéutica.

2.3.1 Metabolismo lipidico dos TAM

A sintese e acumulo intracelular de lipidios € fundamental para a ativacao
inflamatoéria dos macréfagos, onde o perfil dessa ativacdo influencia a polarizagéo
celular (CASTOLDI et al., 2020). Em modelo animal foi demonstrado que
determinados acidos graxos (como o acido oleico e o &cido docosa-hexaendico),
induzem a expressdo predominante de um fenétipo M2 (anti-inflamatério) (WANG et
al., 2018).

Estudos in vivo em murinos submetidos a uma dieta rica em lipidios indicam
um aumento do tamanho médio dos adipdcitos, e sua interacdo patolégica com
macrofagos prévia a transformacéo neoplasica promove angiogénese e prepara o
ambiente para uma oncogénese acelerada, um mecanismo possivelmente critico para
a prevencao e/ou tratamento do cancer (ARENDT et al., 2013). Adicionalmente, a
propor¢cdo de macrofagos CD11b+, com papel pro-neoplasico e imunossupressor,
também demonstrou-se aumentada (RINGEL et al., 2020). Também foi descoberto
que tais macrofagos, de polarizacdo M2, apresentam elevada captacdo e acumulo
lipidico, além de distribuirem-se predominantemente em regides onde os tecidos
neoplasico e adiposo se sobrepdem, sendo caracterizados macrofagos associados a
lipidios (LAM). A deple¢édo desse subgrupo em modelo animal teve consequéncias
antitumorais, oferecendo uma luz sobre futuras possibilidades terapéuticas (LIU et al.,
2022).
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Macrofagos associados ao tumor, entdo, apresentam perfil anti-inflamatorio
caracterizado por acumulo de lipideos, 0 que proporciona ativamente a progressao
tumoral.

Nesse trabalho abordamos a captacdo, sintese e oxidagdo de lipideos no
microambiente tumoral através da analise da expressédo génica de CD36, GPAT4,
ACADL e CPT1a, além da expressao de arginase-1 (ARG1) expresso por TAMs
(Figura 10). Uma introduc¢é&o sobre o papel desses genes no metabolismo lipidico sera
descrita a seguir.

Figura 10 - Representacao da interacao intercelular no TME. A célula tumoral promove alteracdes
metabdlicas nos macréfagos e adipdcitos, os quais atenuam a resposta inflamatéria antitumoral e

secretam substratos e mediadores 0s quais promovem o crescimento neoplasico
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Fonte: O autor (2022).

2.4 CD36

O gene CD36, que codifica uma proteina transmembrana presente em diversas
populacdes de células, atua no transporte de acidos graxos. Evidéncias indicam sua
exacerbacdo em macrofagos do tipo M2 anti-inflamatério, ao passo que encontra-se
diminuida no subtipo M1, pré-inflamatério. Estudos também sugerem sua importancia
na ativacdo e perpetuacdo da cascata inflamatéria em doencas cronicas.

(PENNATHUR et al.,, 2015) e como via promotora do crescimento de células
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neoplasicas mamarias expostas a lipidios exdgenos, demonstrando a importancia da

captacdo em paralelo a lipogénese (ZHAO et al., 2017).

2.5 GLICEROL-3-FOSFATO ACILTRANSFERASE 4 (GPAT4)

Traduz uma acetiltransferase responsavel pela transformacéo de G3P (glycerol
3-phosphate) em acido lisofosfatidico, na sintese dos acidos graxos. Altamente
expressado nos tecidos glandulares mamarios e envolvido na producado de leite, 0
GPAT4 esta associado a mecanismos de acumulo de triglicerideos em adipocitos
subdermais (KANASAWA et al., 2019). Estudos sugerem que a expressao de GPAT4
contribui na atenuacao da resposta inflamat6ria em macréfagos ativados, embora por
mecanismos ainda ndo compreendidos (QUIROGA et al., 2019). Sua influéncia no

contexto oncolégico também carece de estudos.

2.6 ACIL-COA DESIDROGENASE DE CADEIA LONGA (ACADL)

Gene que integra 0 mecanismo de oxidacdo dos acidos graxos. A sua
metilacdo esta atrelada a um pior progndstico nos pacientes portadores de cancer de
mama (HILL et al., 2012). Também encontra-se aumentado no carcinoma esofagico,
correlacionando-se diretamente a progressdo e disseminacdo tumoral (YU et al.,
2018).

J& outras pesquisas mostraram que no tumor pancreatico pseudopapilar a
expressdo de ACADL encontra-se diminuida em relacéo a populagcdo normal (ZHU et
al., 2014). Analogamente, sua expressdo diminui a capacidade metastatica do
carcinoma hepatocelular ao inibir a MMP-14 (GUO et al., 2022).

2.7 CARNITINA PALMITOIL TRANSFERASE 1A (CPT1A)

E outro gene oxidativo, cuja proteina é inserida na membrana mitocondrial
externa, ajuda na translocacdo dos &cidos graxos para a membrana interna
mitocondrial. Sua expressao esta associada a agressividade do tumor, ao passo que
quando inibida, observa-se uma diminuigdo na sintese de acidos graxos a partir da

glicose, traduzida em uma agéo antitumoral vista em modelo animal. Curiosamente, a
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restricdo desta via ndo diminuiu os niveis globais de AG, por provaveis mecanismos
compensatorios (CATALINA-RODRIGUEZ et al., 2012).

2.8 ARGINASE 1 (ARG1)

Arginase é uma enzima responsavel pela hidrélise de arginina em ornitina e
ureia. As duas diferentes isoformas conhecidas, ARG1 e ARG2, diferem em sua
distribuicdo nos diferentes 6rgdos e tecidos, com a primeira predominantemente
encontrada no figado, inserida no ciclo da ureia. Também foi identificada em
macrofagos M2, na producédo de poliamidas precursoras de colageno, no contexto da
reparacao tecidual (BATISTA-GONZALEZ et al., 2020). ARG1 apresenta um papel
dicotbmico no microambiente tumoral. Quando expressado em células mieloides
atenua a resposta imune, porém nas células tumorais apresenta acdo supressora
tumoral ao inibir a sinalizacdo da via AKT (MING et al., 2020).

Desta forma, investigar o papel do metabolismo lipidico em pacientes com
cancer de mama, em especial sua relacdo com a populacdo significativa de
macrofagos, é fundamental para melhor esclarecer os mecanismos de progressao
tumoral e definir o real papel preditivo e progndéstico destes marcadores, além de
definir possiveis alvos terapéuticos. O presente estudo, objetiva contribuir com a
literatura atual e tentar descrever também a biologia tumoral e do seu microambiente
em amostras de pacientes locais, oferecendo uma representacdo do impacto do

cancer de mama na nossa realidade.
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3 METODOLOGIA

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Esta analise caracteriza-se como um estudo de corte transversal de expressao
genética em amostras de tecido tumoral de pacientes diagnosticadas com neoplasia

maligna da mama.

3.2 AQUISICAO DAS AMOSTRAS

Os fragmentos teciduais do tumor ou leito tumoral (em caso de regressao apés
tratamento neoadjuvante) de foram coletados durante ato cirdrgico no Hospital do
Cancer de Pernambuco, situado em Recife-PE, no periodo de abril a julho de 2018,
com um total de 55 amostras de pacientes adquiridas. Para compor o grupo controle
foram adquiridos fragmentos de tecido mamério saudavel de nove voluntarias
submetidas a cirurgia estética em clinicas privadas de Recife e Caruaru.
Imediatamente apds a coleta, o material foi alocado em tubo plastico estéril contendo
1mL de RNAlater (Qiagen) e armazenado em freezer a -20°C até a extracado de RNA.
O armazenamento, processamento e analise das amostras ocorreram no Laboratorio
de Imunopatologia Keizo Asami — LIKA da Universidade Federal de Pernambuco —
UFPE, situado na cidade de Recife — PE, entre marco e julho de 2022.

3.3 CRITERIOS PARA SELECAO DE PACIENTES

Para a sele¢do das pacientes elegiveis foram definidos os seguintes critérios
de inclusédo: sexo feminino, idade igual ou superior a 18 anos, diagndstico de neoplasia
maligna da mama comprovado por histopatologia, elegibilidade para tratamento
cirurgico e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Também foram estipulados critérios para inclusdo do grupo controle: sexo
feminino, idade igual ou superior a 18 anos, auséncia de sinais e sintomas sugestivos
de céncer ou doenga autoimune nos Uultimos cinco anos, mamografia ou
ultrassonografia das mamas com resultado normal nos ultimos dois anos e assinatura
do TCLE.
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Analogamente, foram definidos os seguintes critérios de excluséo: diagndstico
de demais neoplasias ou doencas autoimunes ha menos de cinco anos, material

biolégico insuficiente ou inadequadamente conservado.

3.4 EXTRACAO DO RNA TECIDUAL

A extracdo de RNA foi realizada por meio do kit RNeasy Micro (Qiagen), de
acordo com as instrugdes do fabricante. A quantificacdo e avaliacdo da pureza do
RNA foram feitas utilizando o espectrofotémetro Nanodrop ND 1000 (Thermo Fisher
Scientific, USA). Ap6s a verificacdo, amostras de 34 pacientes e 3 controles
apresentaram qualidade adequada para analise, sendo armazenadas em freezer -
80°C até conversdo em DNA complementar (cDNA). Dentre as 34 amostras
neoplasicas, 25 foram de pacientes nédo tratadas com NAC, e 9 tratadas. Quanto a
classificagdo TNM, 5 foram do estagio I, 23 do estagio Il e 6 do estagio 6. Separadas
pelo grau histolégico, obtivemos 2 para o grau 1 e 16 cada nos graus 2 e 3. Finalmente,
por subtipo molecular, para o Luminal A foram 5 amostras, 14 para o Luminal B, 9

para o HER2 e 8 parao TN.

3.5 SINTESE DO CDNA

A sintese de cDNA foi realizada a partir de 500 ng de material utilizando-se o
kit QuantiTect Rev. Transcription (Qiagen) de acordo com as instru¢des do fabricante,
com o termociclador Applied Biosystems Veriti Dx 96-well Thermal Cycler

Thermocycler. Apés transcri¢cdo, as amostras foram estocadas em freezer -20°C.

3.6 QRT-PCR

As amostras foram submetidas a analise da expressdo génica através da
analise de PCR quantitativo em tempo real (qQRT-PCR) em duplicata no instrumento
StepOne™ Real-Time PCR System, com o sistema SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems, USA) 2x, primers (concentrados a 100 nM) para amplificagdo do gene de
interesse e agua para um volume final de 10ul. Os primers utilizados para identificagao
do gene de interesse estao descritos abaixo (Tabela 3), com a B-actina utilizada como

gene controle. As condigcbes de amplificacdo foram realizadas de acordo com
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instrucdes do fabricante, com o seguinte processo de ciclagem: 50°C por 2 minutos e
95°C por 10 minutos para ativacdo enzimatica, seguidos por 45 ciclos de 95°C por 15

segundos (desnaturacao) e 60°C por um minuto (anelamento e extenséo).

Tabela 4 - Sequéncias dos primers sense e antisense para o0s genes estudados

Gene Sequéncia sense (5-3’) Sequéncia antisense (3’-5)
CD36 CAGTTCTCAATCTGGCTGTGGC AACAGGGTACGGAACCAAACTCA
ARG1 GGCAGAAGTCAAGAAGAACGG CCAGAGATGCTTCCAATTGCC
CPT1la TCCAGTTGGCTTATCGTGGTG CTAACGAGGGGTCGATCTTGG
ACADL GGTGTTCATCAGTAATGGGTCAT CACTGTCTGTAGGTGAGCAACTG
GPAT4 GCCAGCCATTTTTGGAGTCTCC CTCGCTCCATTCTCAAGGTAGC
B-actina CACCATTGGCAATGAGCGGTTC AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT

Fonte: O autor (2022).

3.7 METODO DE ANALISE DOS DADOS

A expressao relativa de cada gene foi calculada pelo método 2-AACt, tendo o
grupo controle como referéncia, ou como indicado na legenda das figuras.

A andlise das vias de metabolismo lipidico em macréfagos tumorais foi
realizada utilizando R and R studio a partir de dados obtidos do sequenciamento de
RNA depositado no repositério do NCBI sob o nimero GSE126268 publicado por Tuit
S, Salvagno C, Kapellos TS, Hau CS et al. Transcriptional Signature Derived from
Murine Tumor-Associated Macrophages Correlates with Poor Outcome in Breast
Cancer Patients. Cell Rep 2019 Oct 29;29(5):1221-1235.e5.

A andlise estatistica sera realizada utilizando o software Prism 8.0 (Graph pad).
As comparag0des entre dois grupos serao calculadas utilizando testes t de Student two-
tailed n&o pareados; as comparacbes de mais de dois grupos serdo calculadas
utilizando one-way ANOVA com Turkey para pos teste comparando multiplos grupos.
Seré considerado significante p <0,05.
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3.8 CONSIDERACOES ETICAS

As amostras de pacientes contempladas no estudo séo oriundas de projeto de
pesquisa prévio, ja submetido a apreciacdo (CAAE: 75061717.3.0000.5205/ numero
do parecer 2.721.630) e aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Hospital do Cancer de Pernambuco (ANEXO 1). As participantes foram
informadas sobre o objetivo do estudo, sua duracgdo, possiveis efeitos adversos e a
ndo obrigatoriedade de participacdo, bem como direito a desisténcia em qualquer
etapa. Na aceitacdo em participar, assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido contendo todos os dados relevantes da pesquisa, para a qual foram
seguidos os preceitos da resolucdo 466 de 12 de dezembro de 2012 do Conselho
Nacional de Saude, visando a preservacao dos quatro referenciais da bioética:
autonomia, nao-maleficéncia, beneficéncia e justica. Também foi assegurada a
confidencialidade dos dados coletados, cujas fichas foram especificadas pelas iniciais

e registro hospitalar.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 EXPRESSAO GENICA NO CA DE MAMA

Inicialmente, avaliamos a expressao génica de CD36, GPAT4, ACADL, CPTla
e ARG1 nas amostras tumorais obtidas de pacientes diagnosticadas com cancer de
mama e comparamos as amostras de pacientes controles. Observamos uma queda
significativa na expressdo de ACADL (p = 0,01), contrério as disponiveis na literatura
(HILL et al., 2012). Em contrapartida, houve uma importante elevacdo na expressao
de GPAT4 e CPT1a, compativel com o aumento do metabolismo lipidico necessério
para o desenvolvimento neoplasico (BALABAN et al.,, 2017), sintese e oxidacao
lipidica. Nesta avaliacdo o CD36 e ARG1, apesar de graficamente elevados, nédo
apresentaram significancia estatistica na analise (Figura 11). O banco de dados “The
Human Protein Atlas” aponta que a expresséo elevada de CPT1la associa-se a um
pior prognostico. Esses resultados sugerem que em pacientes com cancer de mama

as vias de sintese e oxidacéo lipidica sdo moduladas positivamente.

Figura 11 - Comparacédo da expressao relativa dos genes entre controles e pacientes
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Fonte: O autor (2022).

Ao dividir os pacientes por grupos moleculares, observamos a persisténcia da
expressdo reduzida da ACADL, e os tumores HER2 sobressaindo-se quanto a
expressdo de GPAT4 (Figura 12), que encontra-se aumentada. Apesar da auséncia
de estudos prévios com este gene em especifico, foi demonstrado que o GPAT2

associa-se diretamente a uma maior proliferacéo celular e grau histolégico elevado in
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vitro (PELLON et al., 2014). N&o houve diferenca estatisticamente significativa na

comparacao entre 0s grupos.

Figura 12 - Comparacao da expresséo relativa dos genes entre controles e pacientes (divididos por

subtipo molecular)
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Fonte: O autor (2022).

Ao se avaliar a expressao relativa nos pacientes separados pelo estagio TNM,
a expressdo de GPAT4 no estagio TNM | esta significativamente aumentada em
comparagcdo com controles, porém nédo foi visualizada alteragdo estatisticamente
relevante entre os diferentes estagios para os genes avaliados, apesar dos graficos
sugerirem que o GPAT4 apresenta leve queda com o avanc¢o tumoral, tal qual a
ACADL, que se encontra diminuida em relacdo aos controles (Figura 13). Tais dados
sugerem que pode ocorrer alteracdo de demanda energética pelo tumor com a
progressao tumoral. Apesar da sua maior expressdo genética estar associada a
progressdo do CA de mama, ndo existem estudos comparativos a respeito de

possiveis mudancas no metabolismo lipidico entre os diferentes estagios.
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Figura 13 - Comparacao da expressao relativa dos genes entre controles e pacientes (divididos por
estagio TNM)
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Fonte: O autor (2022).

No que diz respeito a realizagcdo de quimioterapia neoadjuvante (NAC), foi visto
que a presenca de CD36 em pacientes submetidos a terapia foi maior do que naqueles
sem NAC (Figura 14). Na literatura existem relatos de que células-tronco leucémicas,
ao interagir com tecido adiposo adjacente, apresentam sua expressdo de CD36
aumentada, o que associa-se a uma maior resisténcia a quimioterapia (YE et al.,
2016). Supomos, portanto, que o aumento observado tenha ocorrido por pressao
seletiva, de modo que uma maior proporcdo das células tumorais sobreviventes
possua tal mecanismo protetor. A NAC, na maioria dos protocolos, consiste na
combinacdo de taxanos, que atuam na inibicdo de funcdes celulares por meio da
estabilizacdo de microtubulos, e antraciclinas, as quais inibem a sintese de acidos
nucleicos e promovem a apoptose (ZAHEED et al., 2019). A auséncia de terapias cujo
alvo sejam mecanismos energéticos possibilitaria que, em alguns casos, alteracdes

metabdlicas induzidas contribuissem para a resisténcia terapéutica.
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Figura 14 - Comparacao da expressao relativa entre pacientes quanto a presenca de QTneo
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Fonte: O autor (2022).

Ao categorizar os pacientes por subtipo e estagio TNM, observou-se uma
relacdo inversa entre a progressao de tumores HER2 e a expressao de GPAT4, sem
dados estatisticos relevantes para as demais comparacdes (Figura 15). Tal achado
pode estar associado a menor ativacdo dessa via metabdlica com a desdiferenciacéo

celular progressiva.

Figura 15 - Comparacéo da expressao relativa dos genes entre pacientes (divididos por subtipo e

estadiamento TNM)
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Fonte: O autor (2022).

Com relacdo ao grau histolégico, ndo houve discordancia estatistica
significativa entre os diferentes graus para os genes estudados (Figura 16).
Entretanto, é sugerida uma relacédo crescente entre a desdiferenciacdo celular e a
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expressdo de CPTla, como previamente demonstrado em linhagens luminais in vitro

(JARIWALA et al., 2021) .

Figura 16 - Comparacao da expressao relativa dos genes entre controles e pacientes (divididos por

grau histoldgico).
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Fonte: O autor (2022).
4.2 EXPRESSAO DE GENES EM MODELO MURINO

Adicionalmente, na avaliacdo da expressdo de genes de captacao, sintese,
acumulo e degradacéo de lipideos em TAMs de modelo murino por meio de dados
obtidos pela plataforma NCBI GEO DataSets, foi vista uma relacéo inversa entre a
expressdo de CD36 e CPTla e a presenca de cancer, bem como de HADH (gene
envolvido na oxidagéao lipidica segundo Du et al., 2021), CD163 (marcador para
macrofagos M2) e CD80 (marcador para macrofagos M1). Por outro lado, os genes
FASN e DGATL1 apresentaram-se elevados nos macréfagos tumorais, evidenciando

aumento da sintese de lipideos nessas células.
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Figura 17 - Comparacado da expressao relativa entre macréfagos murinos glandulares ou associados

ao tumor.
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Fonte: O autor (2022).

Em conjunto, esses resultados demonstram que apesar da influéncia do
metabolismo lipidico na progresséo tumoral, pode haver diferengas interespécies com
relacdo aos mecanismos pelos quais as células neoplasicas influenciam o
microambiente e outras populacdes nele inseridas, como os macrofagos e adipoécitos
associados ao tumor. Um estudo realizado por Wang et al (2018) demonstrou que
adipdcitos submetidos a exossomas obtidos de linhagens de carcinoma hepatocelular
HepG2, em seguida implantados em camundongos, promoveram crescimento
tumoral, angiogénese e um maior recrutamento de macréfagos para o microambiente
tumoral, compativel com a elevagédo, na presente analise, de genes associados a
sintese (FASN e DGAT1) e um perfil de diminuicdo da oxidacdo de acidos graxos
(queda de HADH).

Nossa analise demonstra que a sintese de lipideos esta aumentada em TAMs
guando comparados aos macréfagos associados a glandula. Diferentemente ao que
Liu et al, 2020 descobriu, que TAMs apresentam elevada captacdo e acumulo lipidico
e distribuirem-se predominantemente em regides onde o0s tecidos neoplasico e

adiposo se sobrepdem, sendo caracterizados macrofagos associados a lipidios (LAM)
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e a deplecdo desse subgrupo em modelo animal teve consequéncias antitumorais,
oferecendo uma luz sobre futuras possibilidades terapéuticas (LIU et al., 2022) quanto
a diminuicdo da captacdo de lipideos por estas células. No entanto, o aumento da
expressdo de DGAT1 pode indicar acumulo de lipideos na nossa andlise.

A expressdo génica de CD36 nas amostras de cancer de mama em nossa
analise apresenta-se heterogeneamente aumentada, insinuando um aumento da
captacdo de lipideos por macrofagos do microambiente tumoral. Apesar de nao
uniforme, comparacdes entre diferentes subtipos néo foram significativas.

O baixo numero de amostras foi uma limitacdo para o estudo, que
especialmente para determinados grupos, pode ter sido responsavel pela auséncia de
diferencas estatisticas em algumas comparacdes. Outro fator passivel de melhoria é
a quantidade de informacgfes clinicas adquiridas, de modo a esclarecer possiveis
relacbes com a presenca de comorbidades (como diabetes e tabagismo) e outros
fatores.

Sao necessarios estudos adicionais, portanto, para compreender o0s
mecanismos pelos quais ocorre a sinergia entre TAMs e adipdcitos e sua contribuicao
para o desenvolvimento de um TME propicio para a expansao do tumor. Uma proxima
etapa seria isolar as diferentes popula¢des celulares presentes no microambiente do
CA de mama, como macréfagos e adipdécitos, e avaliar o acumulo de lipideos e outros
produtos metabdlicos em relacdo as caracteristicas clinicas das pacientes
oncoldgicas.
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5 CONCLUSAO

Como desfecho, pudemos ampliar o conhecimento e compreensao a respeito
do papel dos mecanismos de transporte e utilizacdo dos lipidios na interacdo entre
células tumorais e imunes (mais especificamente macréfagos), contribuindo para as
alteracdes imunes e metabodlicas que culminam em uma progressao neoplasica
facilitada. Oposto a literatura vigente, nossos resultados mostraram que a expressao
do gene ACADL apresentou-se diminuida nas pacientes, enquanto 0s genes demais
de interesse (CD36, GPAT4, CPT1A e ARG1) encontraram-se hiperativados, com
significAncia estatistica exceto pelo ARG1. A analise da expressao génica do CD36
nas amostras de cancer de mama em nosso estudo, apesar de nédo significativa em
algumas comparacfes, sugere um possivel aumento da captacdo de lipideos por
macrofagos do microambiente tumoral. Adicionalmente, o aumento da sintese lipidica
através do aumento da expressdo de GPAT4 parece ser consistente nas analises
realizadas em nosso estudo. Observamos um aumento desse gene quando
comparados pacientes aos controles, quando avaliados os subtipos moleculares e
estadiamento, apesar de diversos subtipos tumorais e estadios expressarem niveis
diferentes, sem relacéo clara entre eles. Além disso, no modelo murino de cancer de
mama os TAMs também se aproveitam da sintese de lipideos como fonte energética,
apesar da expressao génica divergente quando comparado ao humano, o que aponta
para diferencas interespécies quanto ao uso desse mecanismo metabdlico no

contexto do microambiente tumoral.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Estudos longitudinais, preferencialmente prospectivos, e com maior
amostragem, podem melhor avaliar a relacdo entre a superexpressao de
determinados genes e o prognaostico clinico (resposta terapéutica, sobrevida, entre
outros), bem como revelar relacdes ndo encontradas nesta analise.

Também fazem-se necessarios estudos no ambito da proteémica e lipiddémica
para avaliar o quanto as alteragdes vistas na expressao génica contribuem para a
captacdo e sintese de lipideos estruturais e funcionais que contribuam para a
progressdo neoplasica. A histoquimica também pode trazer dados valiosos com
relacdo as diferencas de expressdo de determinados genes em grupos celulares
distintos.

Por fim, ainda ha muito no metabolismo lipidico a se esclarecer, especialmente
no ambito da interacdo entre os metabolismos sistémico e local, em conjunto com o
dialogo entre as diferentes populagdes celulares incluidas no microambiente tumoral.
Foi visto que certas linhagens celulares de cancer de mama, quando submetidas a
determinados padrbes de lipidios exdgenos apresentam diferentes graus de
remodelamento de seu reticulo endoplasmético, com consequentes mudancas no
perfil de atividade enzimatica (RI1ZZO et al., 2021). Desenvolver tais conhecimentos
pode agregar implicacdes terapéuticas futuras, especialmente utilizando drogas que
possam alterar o metabolismo das células imunes e tumorais quanto a sintese,

oxidacdo e captacao de lipidios, como terapia complementar.
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Abstract

Immunometabolism has advanced our understanding of how the cellular environment and
nutrient availability regulates immune cell fate. Not only are metabolic pathways closely tied
to cell signaling and differentiation, but can induce different subsets of immune cells to adopt
unique metabolic programs, influencing disease progression. Dysregulation of immune cell
metabolism plays an essential role in the progression of several diseases including breast
cancer (BC). Metabolic reprogramming plays a critical role in regulating T cell functions.
CD8* T cells are an essential cell type within the tumor microenvironment (TME). To induce
antitumor responses, CD8" T cells need to adapt their metabolism to fulfill they energy
requirement for effective function. However, different markers and immunologic techniques
have made identifying specific CD8* T cells subtypes in BC a challenge to the field. This
review discusses the immunometabolic processes of CD8" T cell in the TME in the context

of BC and highlights the role of CD8" T cell metabolic changes in tumor progression.

Keywords: Breast cancer, Tumor infiltrating lymphocytes, CD8" T cells,

Immunometabolism
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