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Resumo

0O glioblastoma é o tumor maligno mais comum do sistema nervoso central, caracterizando-se por
elevada incidéncia e baixa taxa de sobrevivéncia A angiogénese é crucial para a progressao tumoral,
enquanto a obesidade surge como um fator de risco, associada ainflamacao crdnica, que modula, por sua
vez, processos como a angiogénese, proliferacao celular e a resisténcia terapéutica. O acido betulinico
(BA) com propriedades anticancerigenas e anti-adipogénicas, € um candidato promissor no contexto do
glioblastoma e da obesidade.

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do BA nos processos de viabilidade celular,
diferenciacao de pré-adipdcitos e na angiogénese, utilizando modelos in vitro. Assim, avaliou-se o efeito
do BA na viabilidade celular da linha celular tumoral U251 e numa linha normal. O efeito do composto na
diferenciacao adipocitica nas 3T3-L1foi analisado por microscopia 6tica e quantificacdao apds coloracao
Oil Red O e a angiogénese foi avaliada através do ensaio de formacao de tubos em Matrigel.

Os resultados demonstram que o BA reduz significativamente a viabilidade das células U251 de
forma dependente da dose, sem afetar a viabilidade das células normais. Observou-se uma diminuicao
significativa da acumulacao de goticulas lipidicas, sugerindo um efeito inibitdrio na diferenciacao
adipogénica. Por sua vez, o ensaio de angiogénese, verificou uma reducao da formacao de redes
tubulares em todas as concentracoes testadas, sendo o efeito mais marcado a1 uM.

Em suma, os resultados deste estudo sugerem que o BA possui um perfil promissor como agente
terapéutico no glioblastoma, combinando efeitos anti-adipogénicos, anti-angiogénicos e seletividade

citotéxica para células tumorais.

Palavras-chave: satide; glioblastoma; obesidade, acido betulinico, diferenciacao; angiogénese



Abstract

Glioblastoma is the most common malignant tumor of the central nervous system, characterized
by high incidence and poor survival. Angiogenesis plays a crucial role in tumor progression, while obesity
has emerged as a risk factor associated with chronic inflammation, which in turn modulates processes
such as angiogenesis, cell proliferation, and therapy resistance. Betulinic acid (BA), a natural triterpenoid
with anticancer and anti-adipogenic properties, is a promising candidate for glioblastoma and obesity.

This study aimed to investigate the effects of BA on viability, preadipocyte differentiation and
angiogenesis, using in vitro models. Accordingly, the effect of BA on the viability of the U251 tumor cell
line and a normal cell line was evaluated. The compound's effect on adipocyte differentiation in 3T3-L1
cells was evaluated by microscopy and quantified after Oil Red O staining, while angiogenesis was
assessed through a Matrigel tube formation assay.

The results show that BA significantly reduced the viability of U251 cells in a dose-dependent
manner, without affecting the viability of normal cells. A significant decrease in the accumulation of lipid
droplets was observed, suggesting an inhibitory effect on adipogenic differentiation. In the angiogenesis
assay, the formation of endothelial tubes was reduced at all tested concentrations with the most
pronounced effect observed at1uM.

In conclusion, the results of this study suggest that BA has a promising profile as a therapeutic
agentin glioblastoma, combining anti-adipogenic and anti-angiogenic effects with selective cytotoxicity

toward cancer cells.

Keywords: Health; glioblastoma; obesity; betulinic acid; differentiation; angiogenesis
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Lista de abreviaturas

AKT - Proteina Cinase B

BA - Acido betulinico

Bax - Proteina X associada a Bcl-2 (pré-apoptdtica)
Bcl-2 - Proteina 2 da familia B-cell lymphoma

bFGF - Fator de crescimento de fibroblastos basico
BHE - barreira hematoencefalica

C/EBPa - Proteinaligadora do CCAAT alfa

CD95-L (Fas-L) - Ligando de CD95 ou Ligando de Fas
CD95 (Fas-R) — Recetor de Fas

DISC - Complexo de sinalizacdo indutor de morte
DMSO - Dimetilsulféxido

DMEM - Meio de Eagle modificado por Dulbecco

DNA - acido desoxirribonucleico

ECM - Matriz extracelular

EGF - Fator de crescimento epidérmico

EGFR - Recetor do fator de crescimento epidérmico
EMT - Transicao epitelial-mesenquimal

FADD - Proteina de dominio de morte associada a Fas
FBS - Soro fetal bovino

FGF - fator de crescimento de fibroblastos

FGFR - Recetor do fator de crescimento de fibroblastos
HIF-1o - Fator de transcricao 1-a induzivel por hipdxia
IBMX - Isobutilmetilxantina

IDH - Isocitrato desidrogenase

IGF-1/ IGF-2 - Fator de crescimento semelhante ainsulina1/ 2
IGF-1R - Recetor do fator de crescimento semelhante ainsulina1
IGFBP - Proteina de ligacao ao IGF

IKK - Cinase inibidora do fator nuclear-xB

IxB - Proteinainibidora do NF-xB

IL-6/17 - Interleucina-6/-17

IMC - indice de massa corporal



JAK - Janus cinase

INK - Cinase N-terminal de c-Jun (c-Jun N-terminal Kinase)
LXRo - Recetor X do figado alfa

MGMT - Metilguanina metiltransferase

MMP - Metaloproteinases de matriz

mTOR - Alvo mecanistico da rapamicina

MTIC - 5-(3-metil-1-triazeno)-imidazol-4-carboxamida
MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio
NF-xB - Fator nuclear kappa B

NF1/2 - Neurofibrominale 2

NCS - Soro de bezerro recém-nascido (Newborn Calf Serum)
ObR - Recetor de leptina

p16™k42 — Inibidor da cinase dependente de ciclina 2A
p38/MAPK - Proteina cinase p38 ativada por mitégeno
p53 - Proteina tumoral p53

p70S6K - Proteina cinase ribossomal S6 de 70 kDa

PBS - Solucao salina tamponada com fosfato

PI3K - Fosfatidilinositol 3-cinase

PPARy - Recetor gama ativado por proliferadores de peroxissoma
PTEN - Fosfatase homdloga a tensina

ROS - Espécies reativas de oxigénio

SNC - Sistema nervoso central

SP - Proteina de especificidade

SREBP-1c - Proteina de ligacao ao elemento requlador de esterol 1c
SRC-1/ SRC-3 - Coativadores do recetor de esteroides 1/ 3
STAT3 - Transdutor de sinal e ativador de transcricao 3
TERT - Transcriptase reversa da telomerase

TMZ - Temozolomida

TNF-o - Fator de necrose tumoral-alfa

TP53 - gene supressor tumoral da proteina tumoral p53
VEGF - Fator de crescimento endotelial vascular

VEGFR - Recetor do fator de crescimento endotelial vascular
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1. Introducao

1.1. O Glioblastoma

Entre as neoplasias primdrias do sistema nervoso central (SNC), o glioblastoma é o tumor maligno
mais comum, representando 16% de todas as neoplasias primarias com uma incidéncia atual de 3,2 por
100 000 pessoas (1). O glioblastoma tende a ser mais incidente em paises mais desenvolvidos,
nomeadamente Estados Unidos da América, Australia e Europa do Norte e Ocidental, e a faixa etdria
predominante para o seu diagndstico € entre os 55 e 74 anos de idade (2, 3). Além disso, o glioblastoma
é mais recorrente nos homens do que nas mulheres (3).

0 glioblastoma apresenta um mau progndstico com uma taxa de sobrevida média notavelmente
baixa (15 a 23 meses), apesar das intervencdes terapéuticas atuais, verificando-se que apenas cerca de
30% dos pacientes sobreviveram apds um ano, 5% apds trés e 3% apds cinco anos (2, 4). A dificuldade
no tratamento eficaz do glioblastoma esta associada a sua natureza altamente invasiva e a sua
capacidade de recidiva, que desafia as abordagens terapéuticas atuais (5).

Os fatores de risco que levam a transformacao maligna do glioblastoma permanecem na sua
maioria desconhecidos, mas alguns fatores de risco endégenos e exégenos podem ser associados.
Quanto aos fatores enddgenos, alguns glioblastomas (1%) podem surgir como consequéncia de algumas
doencas como o sindrome de Li-Fraumeni causado por mutacoes no gene supressor tumoral da proteina
tumoral p53 (TP53), neurofibromatoses tipo | e Il causadas por mutacdes nos genes neurofibromina 1
(NF1) e neurofibromina 2 (NF2) e o sindrome de Turcot causado por mutacdes no gene de reparagao do
DNA, polipose adenomatosa do célon (APC) (6, 7). Em relacdo aos fatores de risco exégenos, a exposicao
a agentes cancerigenos ou o tabagismo nao foi relatada como possiveis fatores de risco para o
glioblastoma (6). No entanto, a exposicao a radiacao ionizante foi descrita como o fator de risco exégeno
mais relevante no glioblastoma (5, 6). No entanto, ndo ha evidéncias conclusivas que relacione o uso de
telemdveis com o desenvolvimento de gliomas, sendo necessdrios mais estudos para confirmar esta
associacao (6).

0 glioblastoma é considerado um tumor de grau IV (classificacao mais agressiva) de acordo com
os padroes da Organizacao Mundial da Salde e desenvolve-se no cérebro, localizando-se nos
hemisférios cerebrais, no tronco encefdlico ou no cerebelo (5, 8). Este tipo de cancro apresenta
caracteristicas comuns de malignidade devido ao aumento da atividade mitdtica, atipia nuclear,
polimorfismo celular, trombose vascular, proliferacdo microvascular e necrose (2). O glioblastoma
apresenta tipicamente crescimento invasivo, alta vascularizacao e heterogeneidade local, apesar de nao

estar frequentemente associado a formacao de metdstases a distancia (incidéncia de 0,4-0,5%)(2, 8, 9).



As metdstases do glioblastoma sao raras devido a barreira hematoencefdlica (BHE), que dificulta a
disseminacao do tumor (8). Quando ha metastizacao, as células neopldsicas circulam através do liquido
cefalorraquidiano ou da corrente sanguinea, podendo atingir os ganglios linfaticos, pulmoes, pleura, baco,
figado, ossos, pancreas e intestino delgado (8).

Os glioblastomas compreendem subtipos primarios e secundarios, desenvolvidos através de
processos genéticos distintos que podem diferir na sua resposta a radio e quimioterapia (10). Os
glioblastomas primdrios, que constituem a maioria dos casos (>90%), surgem de novo, em pacientes
mais velhos, sao de crescimento rdpido e resultam da aquisicao de varias alteracdes genéticas (10, 11).
Por outro lado, os glioblastomas secundarios desenvolvem-se lentamente através da progressao de
astrocitomas ou oligodendrogliomas de baixo grau (grau Il) ou astrocitoma anapldsico (grau Ill), em
pacientes mais jovens (10). Nos homens, os glioblastomas primdrios surgem com mais frequéncia
enquanto nas mulheres os mais frequentes sao os glioblastomas secunddrios, sendo a taxa de sobrevida
média dos pacientes com glioblastomas secunddrios (7,8 meses) significativamente maior que a dos
pacientes com glioblastomas primdrios (4,7 meses) (10).

As células tumorais apresentam elevado indice de proliferacao, crescimento e angiogénese
anormais devido a alteracoes genéticas, que sao fundamentais para a compreensao do comportamento
do tumor. No glioblastoma varias mutacoes foram identificadas incluindo no isocitrato desidrogenase
(IDH), na alfa-talassemia/sindrome de atraso mental ligado ao X (ATRX), no recetor do fator de
crescimento de fibroblastos (FGFR), no gene da proteina tumoral p53, no promotor da transcriptase
reversa da telomerase (TERT), amplificacdo do gene do recetor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR) e perda de heterozigotia do gene da fosfatase homdloga a tensina (PTEN) (5). Além disso, foi
evidenciado que os glioblastomas primdrios e secunddrios apresentam alteracdes genéticas distintas.
Os glioblastomas primdrios sao caracterizados geneticamente pela perda do cromossoma 10q (70%),
mutacdes de PTEN (25%), amplificacao de EGFR (36%) e delecao de p16™%*2(31%) (10). Por outro lado,
os glioblastomas secundarios sao caracterizados por alteracdes genéticas no TP53 (65%) (10).

A manifestacao clinica de um paciente diagnosticado recentemente com glioblastoma é varidvel,
dependendo do local e tamanho do tumor, assim como das areas do cérebro afetadas (1). Os sintomas
mais comuns sao o0 aumento da pressao intracraniana, como cefaleia, e défices neuroldgicos focais ou
progressivos (1). Para o diagndstico do glioblastoma é indicada a tomografia computadorizada ou

ressonancia magnética com contraste de gadolinio (2).



Atualmente, o tratamento de glioblastoma centra-se na cirurgia para ressecao total, sequida por
uma combinacao de radioterapia e quimioterapia com Temozolomida (TMZ), um agente alquilante oral
(1).

A TMZ atravessa a BHE e sofre hidrdlise espontanea, formando o monometil triazeno 5-(3-metil-
1-triazeno)-imidazol-4-carboxamida (MTIC) (12). Este, por sua vez, é convertido no seu respetivo catiao,
que tem como funcao adicionar um grupo metil as purinas e pirimidinas no DNA na posicao N7 da guanina
(70%) e N3 da adenina (9%) (12). Estas metilacdes causam danos celulares, paragem do ciclo celular na
fase G2/M e apoptose (12). A resposta a terapia com TMZ depende da metilacao do promotor da
metilguanina metiltransferase (MGMT), tendo sido mostrado por Hegi et al. que pacientes com MGMT
metilado respondem melhor a terapia com alquilantes e tém melhor progndstico (13, 14).

Apesar de ser a principal forma utilizada no tratamento do glioblastoma, cerca de metade dos
pacientes nao respondem a TMZ ou desenvolvem resisténcia apds o tratamento, o que contribui para
uma sobrevida média de apenas 15 meses (5, 15). O tratamento do glioblastoma é dificultado pela
heterogeneidade intratumoral, que favorece a selecao de subpopulac6es resistentes, localizacao
protegida do tumor que dificulta a passagem dos agentes terapéuticos e, pelo seu microambiente
imunossupressor que favorece a evasao imunoldgica limitando a eficacia das imunoterapias em
desenvolvimento (16). Logo, a identificacao de novas abordagens para o tratamento de glioblastoma é
urgente.

Outra caracteristica marcante do glioblastoma é a elevada taxa de recidiva, apresentando um
tempo médio de recorréncia de aproximadamente 6,2 meses (17). Além disso, os tumores recorrentes
tendem a apresentar menor sensibilidade a terapia e, atualmente, ainda nao existe um tratamento
padrdo para o glioblastoma recorrente (18). No entanto, existe algumas opcées de tratamento para
glioblastoma recorrente, que incluem ressecao cirdrgica adicional, reirradiacao, quimioterapia como a
reintroducao de TMZ, terapia anti-angiogénica, terapia por campo elétrico alternado e ensaios clinicos
(19).

A compreensao dos hallmarks que impulsionam o inicio, manutencao e progresso do glioblastoma
é crucial para ultrapassar a sua complexidade intrinseca e para o desenvolvimento de terapias mais
eficazes (20). Foram identificados 7 hallmarks no glioblastoma: 1) vantagens seletivas de crescimento e
proliferacdo; 2) resposta alterada ao stress; 3) angiogénese; 4) invasao tecidual e metdastase; 5)
alteracao metabdlica; 6) modulagcao imunoldgica; 7) Promocao do microambiente tumoral (20). Neste

projeto focar-nos-emos na angiogénese.



1.2. Angiogénese

Em condi¢des normais ou patoldgicas, a formagao de novos vasos sanguineos ocorre a partir de
vasos sanguineos jd existentes, um processo que é denominado angiogénese, e que é fundamental para
a progressao tumoral (21, 22). Este processo é composto por células endoteliais, fatores de crescimento
sollveis, enzimas proteoliticas, proteinas de adesao e componentes da matriz extracelular (ECM) (21).
Como o glioblastoma é altamente vascularizado o grau de angiogénese pode estar relacionado com o
progndstico (23).

0 microambiente tumoral do glioblastoma é caracterizado por condicdes hipdxicas (auséncia de
oxigénio) e necrdticas (morte de células ou tecidos), que podem estimular a angiogénese (23). A reducao
da disponibilidade de oxigénio desencadeia a ativacao do fator de transcricao 1-o induzivel por hipdxia
(HIF-1c), que controla a expressao de componentes da matriz, fatores de crescimento, moléculas de
adesao e proteinas metabdlicas (21). Em condicdes de hip6xia, as células tumorais alteram o equilibrio
entre os fatores pré-angiogénicos e anti-angiogénicos, estimulando a secrecao de fatores pro-
angiogénicos como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento de
fibroblastos (FGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), TGF-p e, angiopentina-1, o que promove a
neovascularizagao (21, 24).

Numa fase tardia da tumorigénese, o crescimento torna-se tao excessivo que supera a capacidade
dos vasos suprimirem as necessidades metabdlicas, permitindo que a hipdxia estimule a angiogénese,
induzindo a transcricao do VEGF através de HIF-1x (22). A ligacao do VEGF aos recetores de tirosina-
cinase envolve trés dominios estruturais: um dominio extracelular para a ligacao do VEGF, um dominio
transmembranar e um dominio intracelular com atividade de tirosina-cinase (25). Ao se ligar ao dominio
extracelular do recetor, o VEGF ativa a enzima tirosina-cinase no dominio intracelular, que fosforila os
residuos de tirosina e ativa varias vias de sinalizacao (25).

A angiogénese comeca com a secrecao dos fatores pré-angiogénicos por parte das células
tumorais para o meio extracelular que levam a ativacao da proliferacao das células endoteliais (26).
Posteriormente, as enzimas proteoliticas degradam a ECM, permitindo que as células endoteliais
ativadas se desloquem guiadas pelo gradiente quimiotdtico e se organizem em tubos endoteliais,
estruturas semelhantes a vasos (24). Por fim, para a formacao de novos vasos sanguineos, ocorre a
mobilizacao de pericitos e células musculares lisas (24). Na Figura 1 estd representado o processo da
angiogénese. As células tumorais secretam o VEGF, que se difunde e se liga ao recetor VEGFR2 das
células endoteliais. Essa ativacao promove a degradacao da ECM por enzimas proteoliticas, permitindo

que células endoteliais adquiram um fenétipo migratdrio e avancem em direcao ao tumor. A medida que
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avancam, essas células se organizam para formar estruturas tubulares, que darao origem a novos vasos

sanguineos funcionais
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Figura 1. Processo de angiogénese, evidenciando o papel de VEGF para a formacao do vaso sanguineo, criado em

Biorender.com

As células-tronco tumorais em hipdxia diferenciam-se em células progenitoras endoteliais que,
dao origem anovos vasos sanguineos, imaturos e anormais (21). A elevada permeabilidade desses vasos
ao plasma e as proteinas plasmaticas provoca edema e coagulagdo extravascular, levando a alteracao
do fluxo sanguineo o que compromete a distribuicao de nutrientes e oxigénio, culminando em regioes
necréticas dentro do tumor (21, 24). Em condicdes hipéxicas, a isquemia ativa o HIF-1c, desencadeando
a formacao de novos vasos sanguineos (24).Consequentemente, essa vasculatura desorganizada do
tumor facilita ainvasao e a evasao ao sistemaimunoldgico, e, por sua vez, a resisténcia a terapia (21).

Por essarazao, tratamentos antiangiogénicos tém sido essenciais no tratamento do glioblastoma,
permitindo a normalizacdo da vasculatura, inibicao a sua proliferacao e a reducao da permeabilidade dos

vasos e do edema causado pelo tumor (27). Sendo o VEGF um importante requlador da angiogénese,
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farmacos anti-VEGF tém sido bastante utilizados no tratamento do glioblastoma, que inibem tanto o
VEGF como o seu recetor, VEGFR (25). O bevacizumab é um anticorpo monoclonal e foi o primeiro
farmaco anti-VEGF aprovado pela Food and Drug Administration americana (26). Este farmaco inibe a
formacao de vasos dependentes de VEGF e a permeabilidade vascular, permitindo prolongar a sobrevida
de pacientes com glioblastoma recentemente diagnosticado e recorrente (28).

No entanto, no contexto do glioblastoma, pode surgir resisténcia as terapias anti-angiogénicas,
verificando-se que as células endoteliais microvasculares tornam o tumor resistente tanto a
guimioterapia como as terapias anti-angiogénicas, o que contribui para a sua recorréncia (27). Além
disso, devido a complexidade da rede reguladora da angiogénese, a inibicao de uma unica via de
sinalizacao pode ser compensada por outras (26). Por exemplo, a angiogénese e a progressao tumoral
podem ainda ser promovidos por VEGF-C e VEGF-D, mesmo quando VEGF-A é inibido (26). Logo,
estudos adicionais tém de ser realizados para que se possa encontrar novas abordagens terapéuticas

para melhorar o tratamento da angiogénese tumoral.
1.3. Arelacao entre a obesidade e o glioblastoma

A obesidade corresponde a um estado de acumulo excessivo de gordura corporal, sendo
classificada por um indice de massa corporal (IMC) superior a 30 Kg/m? (29). Mais de 890 milhdes de
adultos no mundo ja apresentam obesidade, e as projecdes indicam que esse numero podera atingir
cercade 1,02 bilhdo em 2030 (30). A obesidade é mais prevalente em paises mais desenvolvidos, mas a
sua incidéncia tem aumentado em paises em desenvolvimento (31).

Além de estar associada a diversos problemas graves de saude como hipertensao, diabetes
mellitus tipo II, hiperlipidemia e doencas cardiovasculares e respiratdrias, a obesidade é um fator de risco
significativo para varios tipos de cancro (32, 33). De facto, foi demonstrado que a obesidade causa
aproximadamente 20% de todos aos casos de cancro, embora o impacto da obesidade no risco de
desenvolvimento de cancro varie entre diferentes tipos de tecidos (34).

A relacao entre a obesidade e o glioblastoma é uma drea emergente de investigacao na
comunidade cientifica. Embora esta associacao ainda nao seja totalmente compreendida, alguns
estudos sugerem que a obesidade pode estar correlacionada com um pior progndstico em pacientes com
gliomas e auma menor sobrevida global em pacientes com glioblastoma (35, 36). Além disso, evidéncias
indicam que o excesso de peso corporal influencia o desenvolvimento do glioblastoma, verificando-se
que um IMC elevado aos 18 anos esta associado a uma maior incidéncia de desenvolver a doenca em

idade adulta (37). Por outro lado, no estudo de Chambless et al. nao foi observado que um IMC elevado



afetou as taxas de sobrevida global, o que evidencia que mais estudos sobre arelacao da obesidade com
o glioblastoma sao necessdrios para uma melhor compreensao desta relacao (38).

A obesidade desempenha um papel significativo na progressao do glioblastoma, principalmente
através da inducao de um ambiente inflamatdrio. A producao e secrecao de citocinas pré-inflamatdrias,
como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-c), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-17 (IL-17), estd
relacionada com a resisténcia a insulina e favorecem a angiogénese e a invasao celular do glioblastoma
(35, 39). Além disso, essas citocinas aumentam a producdo de proteina C-reativa e amiloide sérico A,
ambas associadas a progressao tumoral (40). A inflamagdo crdnica de baixo grau ativa células
inflamatdrias, cuja secrecao de mediadores inflamatdrios contribui para a proliferacao, angiogénese e
capacidade invasiva das células do glioblastoma (41). Adicionalmente, a ativacdo da via de sinalizacao
cinase c-Jun N-terminal (JNK), particularmente a JNK3, pelo excesso de interleucinas, promove o
crescimento tumoral no glioblastoma (35).

Paralelamente, a obesidade promove a hiperinsulinemia, caracterizada pelo aumento dos niveis de
insulina devido a producao excessiva de insulina pelas células 3 do pancreas e a resisténcia a insulina
(42). Esse aumento promove a producao do fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) no
figado, acompanhado por niveis reduzidos de proteinas de ligacdo ao IGF (IGFBP), o que leva a um
excesso de IGF-1 e IGF-2 circulantes (42). Esses fatores ativam o recetor de fator de crescimento
semelhante ainsulina1(IGF-1R), estimulando vias proliferativas e anti-apoptéticas nos tecidos tumorais
(43).

Outro mecanismo relevante envolve a via fosfatidilinositol 3-cinase/proteina cinase B
(PI3K/AKT), um dos principais eixos moleculares envolvidos na progressao do glioblastoma. A ativacao
dessa via, impulsionada pelo aumento da insulina e IGF-1, que ocorre na obesidade, favorece a
proliferacao e migracao celular no glioblastoma (44, 45). No glioblastoma, hd também um aumento da
expressao de IGFBP-2, proteina que estd intimamente ligada a ativacao da via PI3K/AKT, que modula a
sinalizacao do IGF/IGFR e interage com fatores-chave como o fator nuclear xB (NF-xB) e a integrina
o531, promovendo ainvasao, proliferacdo e resisténcia a apoptose (44, 46). Adicionalmente, 0 aumento
dainsulina na obesidade pode impactar indiretamente a expressao de IGFBP-2 ao modular os niveis de
PTEN, um supressor tumoral que regula negativamente a via PI3K/AKT (46). No glioblastoma, existe
uma relacao inversa entre PTEN e IGFBP-2 que sugere um ciclo disfuncional, no qual o IGFBP-2 pode
suprimir PTEN, intensificando a sinalizagcao oncogénica e agravando a progressao tumoral, por meio de
mecanismos que incluem alteracdes na interacao com a ECM, proliferacao celular descontrolada e

resisténcia a terapias (46).



O tecido adiposo desempenha um papel crucial na progressao do glioblastoma, em particular pela
desregulacao das adipocinas, responsdveis pelo armazenamento de energia na forma de triglicerideos
em goticulas lipidicas (39). A acumulagao de nutrientes, causada pela obesidade, ativa importantes vias
de sinalizacao metabdlicas, entre as quais se destacam a JNK, NF-kB e a proteina cinase R (39). A
ativacao dessas vias promove um estado inflamatdrio crénico de baixo grau, uma vez que reduzem a
sintese de citocinas pré-inflamatdrias, resultando na remodelacao do tecido adiposo e na adiposopatia—
um processo caracterizado por disfuncdes no tecido adiposo e pela disseminacao de adipdcitos
disfuncionais (39, 47). Essas alteracdes contribuem para o aumento da migracao celular, proliferacao
tumoral e formacao de metdstases, impulsionados pela secrecao de hormonas derivadas do tecido
adiposo, fatores de crescimento e citocinas pré-inflamatdrias (47).

Além disso, a obesidade leva ao aumento da adiposidade, que, por sua vez, leva a progressao
tumoral através da secrecao desregulada de leptina e adiponectina, duas hormonas com funcoes
opostas (48). Enquanto a adiponectina apresenta propriedades anti-tumorais e diminui na obesidade, a
leptina tem efeitos pré-tumorais e os seus niveis aumentam significativamente, levando a uma razao
leptina/adiponectina elevada, a qual se relaciona com uma maior agressividade no cancro (48). Tal
acontece porque essas adipocinas estimulam respostas inflamatdrias e alteram a atividade metabdlica
das células, participando na promocao de um fenétipo tumoral mais agressivo (49).

No contexto do glioblastoma, aleptina exerce um papel ainda mais relevante. A ativacao do recetor
da leptina (ObR) estimula diretamente a proliferacao celular, a sobrevivéncia e a migracao de células
tumorais, especificamente as do glioblastoma (50). A ligacdo da leptina ao ObR promove a sua
dimerizacao e a alteracao conformacional de Janus cinase 2 (JAK2), desencadeando a ativacao da via
Janus cinase/transdutor de sinal e ativador de transcricao 3 (JAK/STAT3) (50). Além disso, a leptina
também ativa outras vias de sinalizacao intracelular, incluindo NF-xB, proteina cinase ativada por
mitogénio p38 (p38-MAPK), JAK/STAT3 e fosfatidilinositol 3-cinase/proteina cinase B/alvo
mecanistico da rapamicina/proteina cinase ribossomal S6 de 70 kDa (PI3K/Akt/mTOR/P70S6K),
todas envolvidas na proliferacao, migracao e invasao celular do glioblastoma (45, 50). Adicionalmente, a
expressao da leptina/ObR é elevada no glioblastoma, sendo relacionada com o grau histoldgico do
tumor, e verificou-se que uma expressao elevada de ObR conduz a resisténcia ao TMZ, o que reduz a
eficdcia do tratamento e leva a progressao tumoral (51, 52). Assim sendo, em diferentes linhagens de
glioblastoma, o aumento da expressao de leptina/ObR leva a ativacdo continua de STAT3 e Akt,
comprometendo a funcao do supressor do ciclo celular Rb e favorecendo a proliferacao celular

descontrolada (50).



As mudancas estruturais do tecido adiposo na obesidade incluem apromocao da angiogénese, isto
é, 0 tecido adiposo promove a formacao de novos vasos sanguineos, enquanto as células endoteliais
desse tecido induzem a diferenciacao de pré-adipdcitos (53). Como ja foi mencionado, a leptina e o ObR
sao expressos em linhagens celulares de glioblastoma, o que conduz a formacao de tubos endoteliais e
a proliferacao de células endoteliais, logo a sobrexpressao da leptina induzida pela obesidade pode ser
um dos fatores pelos quais a obesidade promove a angiogénese (54). Em conjunto com os fatores pré-
angiogénicos VEGF e o fator de crescimento fibroblastico bdsico (bFGF), a leptina promove a formacao e
crescimento dos vasos sanguineos e a permeabilidade vascular, estimulando a angiogénese (55). De
facto, o estudo de Ferla, et al. demonstrou que a leptina pode estimular o aumento dos niveis de mRNA
de VEGF em células de glioblastoma, promovendo a proliferacao de células endoteliais e a formacao do
tubo endotelial, sendo um dos mecanismos possiveis pelo qual a obesidade estimula a angiogénese (55).

Em suma, a obesidade emerge como um importante fator modulador do microambiente tumoral
no glioblastoma, promovendo inflamacao crénica, angiogénese, proliferacao celular e resisténcia as
terapias através de multiplas vias moleculares, como a ativacao das vias INK, PI3K/Akt/mTOR e
JAK/STAT3. Embora os mecanismos que interligam obesidade e glioblastoma ainda ndo estejam
totalmente elucidados, a crescente evidéncia cientifica aponta para a necessidade de explorar
estratégias terapéuticas capazes de contrariar estes efeitos pré-tumorais, o que podera incluir
compostos naturais. Assim, compreender o impacto da obesidade na progressao do glioblastoma nao sé
é fundamental para o progndstico dos doentes, mas tamhém para o desenvolvimento de abordagens

terapéuticas mais eficazes e personalizadas.

1.4. 0 acido betulinico, enquanto agente terapéutico

Ao longo do tempo, varios compostos naturais tém sido utilizados para o tratamento de varias
doencas, devido as suas miiltiplas propriedades hioldgicas com aplicagao médica (56). Estes compostos
tém demonstrado potencial no tratamento de doencas oncoldgicas, podendo também contribuir para
superar limitacdes associadas as terapias convencionais (57).

0 acido betulinico (BA, dcido 3 3-hidroxi-lup-20 (29) -en-28-6ico) € um triterpendide pentaciclico
de origem vegetal, obtido através da extracao de bétulas, sintese quimica ou biotransformacao
microbiana (5, 56). O BA apresenta atividades antitumoral, antinflamatdria, antiviral, antimaldrica,
antibacteriana e antioxidante, o que lhe confere um grande potencial terapéutico (58). Na figura 3 estd

representada a estrutura quimica de BA.
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Figura 2. Estrutura quimica do acido betulinico (BA).

A maior vantagem do BA é que apresenta elevada citotoxicidade para diversas células tumorais
humanas, enquanto a sua acao é menos pronunciada em células normais (59). Alguns estudos realizados
com BA revelam que este inibe a proliferacdo de varias linhas celulares tumorais (60). Um aspeto
particularmente importante do BA é a sua capacidade para atravessar a BHE, o que refor¢ca um avanco
frente alimitacao central das terapias destinadas a doencas neuroldégicas, como é o caso do glioblastoma
(5).

O BA é capaz de ativar a via mitocondrial da apoptose em células tumorais o que evidencia o seu
efeito citotéxico (56). A apoptose consiste numa série de reagdes que culminam com a morte de células
danificadas, sendo dividida em duas vias: a via extrinseca (ou via do recetor de morte) e a via intrinseca
(ou via mitocondrial) (61).

A via extrinseca comeca com a ligacdo do ligando CD95-L (FasL) ao seu respetivos recetor CD95
(FasR), desencadeia a formacao do complexo de sinalizacao indutor de morte (DISC), mediado pela
proteina de dominio de morte associado a Fas (FADD) (62). Esse complexo ativa as caspases iniciadoras,
como a caspase-8 ou caspase-10, as quais, promovem a ativacao de caspases efetoras, responsaveis
pela degradacao de componentes intracelulares e pela morte celular (62, 63).

Aviaintrinseca é desencadeada por danos no DNA e depende do equilibrio entre as proteinas pro-
apoptoticas como a proteina X associada a Bcl-2 (Bax) e anti-apoptéticas como proteina 2 da familia B-

cell lymphoma (Bcl-2) (62). Sob condicbes de stress celular, Bax inibe Bcl-2 promovendo a
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permeabilizacao de membrana externa mitocondrial e a secrecao do citocromo c parao citosol (62). Esse
interage com o fator de ativacao da protease da apoptose 1, formando um complexo chamado
apoptossoma, que recruta e ativa caspases iniciadores (caspase-9), iniciando uma cascata de caspases
culminando na ativacao da caspase-3 e na execucao da morte celular (63).

Em diversos tipos de cancro, a ativacao da via NF-xB estd associada a alteracoes epigenéticas,
transicao epitelial-mesenquimal (EMT), angiogénese, metastases, resisténcia a farmacos e
imunossupressao (58, 64). A fosforilagdo das proteinas inibidoras do NF-xB (IxB) é mediada pela
atividade da cinase inibidora do fator nuclear-xB (IKK), que promove a degradacao proteossomal de |xB
(58, 65). Com essa degradacao, os dimeros de NF-xB sao secretados e translocam para o nticleo, onde
a subunidade p65 liga-se a sequéncias especificas de DNA e regula positivamente genes-alvo
envolvidos na proliferacao e sinalizacao anti-apoptética (58). 0 BA induz a apoptose ao reduzir os niveis
nucleares de NF-xB/p65, diminuindo a atividade de IKK e impedindo a fosforilacao de I1xB na serina
32/36 e a sua degradagao (60). Assim, a inibicao da via NF-xB pelo BA contribui para a inducdo da
apoptose e supressao da proliferacdo celular (64). Além disso, o BA também interfere na sinalizacdo da
viaSTAT3, que regula processos como a diferenciacao, proliferacao, invasao e angiogénese emdiversos
tumores (5).

0 BA estimula a producao de ROS e a reduz o potencial da membrana mitocondrial (58). 0 aumento
daproducao de ROS podeinduzir stress oxidativo namitocéndria, resultando em danos em componentes
celulares como o DNA, proteinas ou lipidos (66). O BA requla, ainda, o crescimento de células tumorais
através da inibicao de fatores de transcricao da familia da proteina de especificidade (Sp) que resulta na
diminuigdo da transcricdo das ciclinas e levando a paragem do ciclo celular (58).

Quanto ao efeito do BA na angiogénese foi demonstrado que esse composto exerce respostas
anti-angiogénicas. Soh condicoes de hipoxia, o BA diminuiu os niveis de VEGF e de HIF-1a, resultando
na diminuicao da formacao de novos vasos (67). A inibicao da expressao de VEGF pelo BA ocorre por
meio da ativacao da degradacao seletiva dependente do proteossoma dos fatores de transcricao da
familia Sp (Sp1, Sp3 e Sp4) (56). Adicionalmente, em hipdxia, o BA interfere com a via de sinalizacao
STAT3/HIF-1o./VEGF, inibindo a ativacdo de STAT3 e bloqueando a ligagdao de STAT3 e HIF-1o ao
promotor do VEGF (67).

O BA também demonstrou efeitos terapéuticos como composto contra a obesidade. Quando
testado em ratinhos obesos, o tratamento com BA levou a reducao dos niveis totais de colesterol e
triglicerideos, promovendo a diminuicao do peso corporal, do acimulo de gordura abdominal, da glicemia

e dos niveis plasmdticos de colesterol e triglicerideos (68, 69). Além disso, o0 BA tambhém conduz a
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diminuicao da acumulacgao de lipidos e da lipogénese, o que destaca a sua importancia na regulacao do
metabolismo lipidico (69). Além disso, estudos in vitro demonstraram que o BA exerce um efeito anti-
adipogénico, reduzindo de forma dose-dependente a acumulagao de goticulas lipidicas e o tamanho
celular, através da diminuicao da expressao dos fatores nucleares recetor gama ativado por
proliferadores de peroxissoma (PPARY) e recetor X do figado alfa (LXRa), bem como pela modulacao de
co-activadores nucleares como coativadores do recetor de esteroides 1 (SRC-1) e coativadores do
recetor de esteroides 3 (SRC-3), o que evidencia o seu potencial na regulagao molecular da adipogénese
e do metabolismo lipidico (70). Como o efeito do BA na obesidade ainda ndo esta completamente
elucidado, sao necessarios estudos adicionais para compreender melhor seus mecanismos de acao e seu
potencial terapéutico.

No caso especifico do glioblastoma, foi relatado que o BA aumenta a sensibilidade das células
tumorais a quimioterapia e radioterapia, potencializando os efeitos dessas terapias e, quando usado em
combinagao com o TMZ, intensifica o efeito citotéxico de forma sinérgica (5). Além disso, 0 BA é capaz de
inibir a viabilidade de células do glioblastoma através da inducao da apoptose bhem como suprimir os
niveis intracelulares de NF-xB e a sua translocacao, o que sugere que a apoptose mediada pelo BA estd
associada com ainibicao da ativacao de NF-xB (71).

Algumas investigacoes ja foram realizadas para analisar o efeito do BA no glioblastoma. Por
exemplo, no estudo de Lo et al. verificou-se que o BA atua de forma seletiva contra células tumorais
cerebrais, reduzindo significativamente a viabilidade de diversas linhagens de células de glioblastoma,
incluindo células resistentes a TMZ, sem causar citotoxicidade relevante em astrdcitos normais (72).
Além disso, Jeremias et al. demonstraram que o BA induziu apoptose em 90% das células primarias de
glioblastoma multiforme, um efeito consideravelmente superior ao observado com as estratégias
terapéuticas convencionais (73). Adicionalmente, Rzeski et al. observaram que o BA apresenta um efeito
antiproliferativo significativo em culturas primarias de glioblastoma multiforme, além de induzir a
reducdo da expressao do gene Bcl-2 e aumentar a expressao de Bax, alterando a razao Bax/Bcl-2 e
promovendo apoptose (74). Assim sendo, estes dados reforcam o potencial do BA como uma estratégia
terapéutica promissora no tratamento do glioblastoma, sugerindo que podera constituir uma alternativa
ou complemento valioso as terapias atualmente disponiveis.

Apesar dos avancos significativos na compreensao do glioblastoma e das suas terapias
disponiveis, existem ainda grandes desafios clinicos, como a resisténcia terapéutica e a recorréncia
tumoral. Assim, é necessadria ainvestigacao adicional e dirigida a compostos naturais com potencial para

serincluidos em abordagens terapéuticas que visem melhorar os resultados clinicos do glioblastoma.
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Dada a agressividade e a elevada taxa de recidiva do glioblastoma, o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas, que visem a inibicao da angiogénese e invasao é imperativa. O BA destaca-se
como um composto promissor, com capacidade de atravessar a BHE e induzir apoptose seletiva em
células tumorais, além de inibir a angiogénese e a invasao tumoral. Portanto, investigacoes adicionais
sobre os mecanismos moleculares subjacentes a acao do BA sao essenciais para o desenvolvimento de
tratamentos mais eficazes, visando melhorar os resultados clinicos e a qualidade de vida dos pacientes

com glioblastoma.

1.5. Objetivos

O objetivo deste projeto consiste em avaliar e quantificar os efeitos do BA, utilizando modelos in
vitro, nos processos de diferenciacao de pré-adipdcitos e angiogénese. Deste modo, o estudo visa
elucidar os mecanismos moleculares subjacentes aos efeitos anti-angiogénicos e anti-adipogénicos do
BA, contribuindo para explorar o seu potencial na terapéutica do glioblastoma num contexto de

obesidade.
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2. Materias e Métodos

2.1. Linhas celulares

Neste estudo, foram utilizadas duas linhas celulares: de U251MG (glioblastoma humano), e 3T3-L1
(pré-adipdcitos derivados de fibroblastos embrionarios de ratinho). As células foram gentilmente cedidas
pela Professora Doutora Sara Granja (ICV/3Bs, Universidade do Minho) e 3T3-L1 foram usados como
linha celular normal nos ensaios realizados. As bEnd.3 (células endoteliais derivadas de cérebro de

ratinho) foram adquiridas a ATCC.
2.1.1. Condicoes de cultura

As células foram mantidas em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, VWR™ USA), com
alta concentracao de glucose (4,5 g/L), L-glutamina e piruvato de sddio. Dois stocks de solucdes de
DMEM com 10% e 20% de soro fetal bovino (FBS, Sigma-Aldrich™, Alemanha) e 1% de antibidticos
(penicilina e estreptomicina, PAN™ Biotech, Alemanha) foram preparados em condicdes assépticas.

As linhagens celulares foram armazenadas a -80°C e suspensas em meio DMEM sem soro para
centrifugacao a 800 RPM durante 5 minutos a 4°C (Eppendorf, Alemanha; 5430R). Posteriormente, o
sobrenadante foi descartado, o pellet ressuspendido em 5 mL de meio DMEM com 20% de FBS e as
células cultivadas em frascos de cultura T75 (Thermo Fisher Scientific, EUA). As células foram incubadas
a37°C e 5% de CO: (PHChi, MCO-170AICD-PE) e 24 horas depois, 0 meio foi trocado para meio DMEM
com 10% de FBS.

Para o congelamento das células, 950 uL de células suspendidas em DMEM com 20% de FBS e 50
uL de dimetilsulféxido (DMSO; Fisher Chemical, Reino Unido) foram adicionados a tubos criogénicos e

armazenadas a-80°C.
2.1.2. Passagemde células

A divisao das células foi realizada quando o frasco de cultura atingiu a confluéncia (>80% da
superficie adesiva do recipiente de cultura coberta por células). Deste modo, o0 meio antigo foi removido,
as células foram lavadas com solucao salina tamponada com fosfato (PBS) e incubadas com 2 mL de
solucao de tripsina-EDTA por aproximadamente 5 minutos. Apds a incubacao, 8 mL de meio foi
adicionado as células de modo a interromper a acao da tripsina. De sequida, as células foram aspiradas e
centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos, a 20°C. Posteriormente, o meio antigo foi descartado e as

células foram ressuspendidas em meio apropriado (DMEM com 10% de FBS). Da mistura, 20 uL da
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suspensao celular foi misturada com 20 pL de corante Azul de Tripano, e 10 pL foram transferidos para
a Camarade Neubauer para contagem das células. Por fim, de acordo com a concentracao final de células
determinada, um volume definido da suspensao foi adicionado ao volume necessdrio de meio,

transferido para o frasco de cultura ou placa de ensaio, e incubado a 37°C e 5% de CO, ou adicionado a

frascos criogénicos para congelamento de células.

2.2. Solucées de Acido Betulinico (BA)

A solugao stock de BA (Sigma-Aldrich®, EUA) foi preparada na concentracao TmM em 50 mL de
DMSO e foi filtrada numa camara de fluxo laminar através de um filtro de 0,22 um.

Numa camara de fluxo laminar, foram preparadas as solucées correspondentes aos tratamentos
a realizar, num volume de 30 mL cada. Devido a instabilidade da solu¢ao aquosa de BA, tornou-se
necessario que todas as solucoes fossem realizadas 100 vezes mais concentradas do que as
concentragdes usadas para os ensaios (1,2.5,10 e 20 uM) e preparadas por diluicao da solucao stock com
DMSO previamente filtrado (75). Uma vez que o DMSO é tdxico para as células em cultura, os ensaios
foram feitos de forma a garantir uma concentracao final de DMSO de 1%. Assim, solu¢6es de DMEM com
BA10 vezes mais concentrada sao preparadas de forma extemporanea nas concentracdes 1,2.5,10 e 20
1M, diluindo as solucdes 10 vezes mais concentradas em DMEM sem soro, para garantir uma

concentracgao de 1% de DMSO na solucao final, devido a sua toxicidade celular.

2.3.Ensaiode MTT

A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio colorimétrico de brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT). Para este ensaio, 100 uL de uma suspensao celular auma
concentracao de 1x10° células/mL foram adicionados a uma placa de 96 pocos (TPP,Techno Plastic
Products AG, Suica) que foi incubada durante 24 horas a 37 °C e 5% de CO,. Apds esse periodo de tempo,
o meio de cultura foi substituido por solucées de BA (preparadas em meio DMEM sem soro), nas
concentracoes de1,2.5,10 e 20 M. Uma solucao de DMEM com 50% de DMSO e 1% de DMSO, e DMEM
apenas foram usadas como controlo positivo, controlo negativo (C) e branco, respetivamente, para o
ensaio em questao. As células foram entao incubadas a 37 °C, com 5% de CO, durante 24 e 48 horas.
Apds o tratamento, 20 pL de solucdo de MTT (1 mg/mL) foi adicionado a cada poco, e as placas foram
reincubadas durante 2 horas e 30 minutos para permitir a formacao de cristais de formazan. Os cristais

foram entao dissolvidos com 150 uL de DMSO e a absorvancia de cada pogo foi medida a 570 nm
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(Thermo Scientific™, EUA; Multiskan SkyHigh). Os ensaios foram realizados com quatro réplicas de cada

tratamento. Foram realizadas quatro experiéncias independentes.

2.4.Diferenciacao de 3T3-L1

Para o descongelamento, as células 3T3-L1 foram transferidas diretamente para um frasco de
cultura contendo meio DMEM suplementado com 10% de Newborn Calf Serum (NCS) eincubadas a 37 °C,
com 5% de CO,. Apds 24 horas, 0 meio foi substituido, e as células foram mantidas em cultura, com troca
de meio a cada 2 dias.

Os pré-adipdcitos 3T3-L1 foram cultivados e deixados crescer até atingirem a confluéncia, em
placas de 24 e 6 pocos. No dia O, a diferenciacao foi iniciada com a adicdo de uma mistura hormonal
composta por 10 pg/mL de insulina (PAN-Biotech, Alemanha), 1uM de dexametasona (Sigma-Aldrich®,
EUA) e 0,25 mM de isobutilmetilxantina (IBMX, BIOSYNTH s.r.0., Eslovaquia). Trés dias depois (dia 3), o
meio de diferenciacao foi substituido por meio de manutencao, meio completo suplementado apenas
com 10 pg/mL de insulina. O processo de diferenciacao ficou completo no dia 6, controlado pela
visualizacao de goticulas lipidicas localizadas a nivel intracelular. Pogos de controlo sem diferenciacao
sao usados para comparar e confirmar o processo de diferenciacao.

O processo de diferenciacao com e sem tratamento com BA foi realizado em 4 ensaios
independentes, para as concentracoes de 1, 2.5 e 10 pM do composto. O grupo C refere-se ao grupo de

controlo, que corresponde ao grupo nao tratado.
2.4.1. Ensaio de Oil Red O: Coloragao e Visualizagao

A acumulagao de lipidos nos adipdcitos foi visualizada e confirmada usando a coloracao de Oil Red
0. As células 3T3-L1 foram lavadas duas vezes com PBS e, em sequida, fixadas com formol a 10%,
neutro-tamponado, durante 30 min a temperatura ambiente. Depois de fixadas, as células foram lavadas
com dgua destilada e incubadas em isopropanol a 60% (Sigma-Aldrich®, 67-63-0) durante 5 minutos e
coradas com a solucdo trabalho de Oil Red O (Sigma-Aldrich®, 01391-500 mL) durante 10 minutos. Apds
novas lavagens em dgua destilada para remocao do excesso de corante, as células foram contrastadas
com Hematoxilina de Gill. Por fim, o excesso de corante nuclear foi removido em agua destilada. As
células foram observadas ao microscdpio 6tico (Invitrogen™ EVOS™ XL Core Imaging System),
evidenciando-se as goticulas lipidicas a vermelho e os nicleos a azul. Foram realizados 3 ensaios

independentes. Foram capturadas imagens das células a 10x, 20x e 40x, num total de 6-8 campos por
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condicao de tratamento. A quantificacao das goticulas lipidicas foi realizada usando o software Fiji
(ImageJ, versao 2.14.0/1.54f, National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). Em primeiro lugar, foi
aplicada a ferramenta Colour Deconvolution para otimizar a segmentacao das goticulas coradas com Oil

Red O. Posteriormente, foi utilizada a macro de ImageJ descrita por Kaczmarek et al. (2024), a qual

permitiu a andlise automdtica do nimero e da drea das goticulas lipidicas (76).

2.4.2. Producao de meios condicionados de adipdcitos

Subsequente a diferenciacao das 3T3-L1 foi realizada a producao de meios condicionados de
adipdcitos. Assim, no dia 6 de diferenciacao, as células foram lavadas duas vezes com PBS e incubadas
em DMEM sem soro. Apds 24 horas, o meio foi recolhido das culturas de adipdcitos, centrifugado a 3000
g durante 5 minutos, e o sobrenadante (meio condicionado de adipdcitos maduros) foi armazenado a -

80°C para ensaios subsequentes. Foram realizados quatro ensaios independentes.
2.4.3. Andlise Metaholomica

Os meios condicionados de adipdcitos maduros foram recolhidos e centrifugado a 3000 g durante
5 minutos, e 50 pL do sobrenadante foi adicionado a eppendorfs cap-lock contendo 450 pL metanol
(HPLC grade) previamente arrefecido em gelo seco. Os eppendorfs foram imediatamente imersos em
gelo seco e armazenados a -80°C para posterior andlise metaboldmica baseada em Plataforma de
Cromatografia Liquida com Espectrometria de Massa em Tandem (LC-MS/MS).

Para analise metaboldmica do contetido intracelular, as células cultivadas em placas de 6 pogos
foram preparadas da seguinte forma: o meio de cultura foi cuidadosamente removido e as células foram
lavadas duas vezes com PBS. De sequida, adicionou-se 1 mL de metanol a 80% (grade HPLC),
previamente mantido a -80 °C e conservado em gelo seco, a cada poco. A placa foi imediatamente
colocada sobre gelo seco e incubada durante 10 minutos, sendo previamente selada com papel aderente
para evitar evaporacao do solvente. Apds a incubacao, o contetido de cada poco foi homogeneizado por
pipetagem repetida e transferido para eppendorfs cap-lock de 1,5 mL. As amostras foram centrifugadas
a 2.000 xg durante 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi cuidadosamente transferido para novos
eppendorfs cap-lock de 1,5 mL, mantendo sempre em gelo seco. Por fim, os eppendorfs foram

imediatamente armazenadas a -80 °C até posterior analise metaboldmica.
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2.5. Ensaiode Angiogénese

0 ensaio de formacao de tubos endoteliais em Matrigel foi utilizado para analisar a angiogénese in
vitro. Para o revestimento da placa com membrana basal, foi usada uma placa de 24 pocos em que cada
poco foi preenchido com 125 pL de Matrigel previamente descongelado a 4 °C. Todo o material se
encontrava previamente arrefecido a 4 °C, e a pipetagem foi feita cuidadosamente garantindo a
uniformidade da distribuicdao do gel no fundo da placa. De sequida, a placa foi incubada a 37 °C, 5% CO;
durante 30 minutos.

Paralelamente, procedeu-se a preparacao das células endoteliais, bEnd.3. Inicialmente, o meio de
culturafoiremovido do frasco e as células bEnd.3 foram lavadas com PBS estéril. De seguida, adicionou-
se solucao de tripsina-EDTA ao frasco de cultura comincubacao a 37°C, 5% CO: durante 3-5 minutos. De
seguida, adicionou-se 9 mL de meio para neutralizar a tripsina e a suspensao celular foi transferida para
um tubo de falcon de 15mL, que foi centrifugado a 1500 rpm, durante 5 minutos. O pellet obtido foi
ressuspendido em 4 mL de meio, e procedeu-se a contagem de células.

Para o ensaio,as 50 000 células endoteliais foram diluidas em meio ndao suplementado e expostas
a diferentes concentracées de BA: 1, 2.5 e 10 uM, o grupo C refere-se ao grupo de controlo, que nao
contém BA. Em sequida, as células foram semeadas sobre o Matrigel gelificado, adicionando-se 450 pL
da suspensao celular por poco. A placa foi incubada a 37 °C, com 5% de CO,, durante 4 a 6 horas,
permitindo a formacao de estruturas tubulares. O ensaio foi apenas realizado uma vez.

Foram capturadas imagens das células a 10x, 20x e 40x, num total de 3-4 campos por condicao
de tratamento. A andlise das imagens foi realizada no software Fiji (Image)J, versao 2.14.0/1.54f, National
Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). Inicialmente, os tubos foram marcados a vermelho. De seguida,
no Fiji, realizou-se a separacao dos canais, selecionando o canal vermelho. Posteriormente, recorreu-se

aferramenta, Analyze Particles, através da qual foi obtido o comprimento dos tubos.
2.6. Anadlise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi efetuada através do software GraphPad Prism (versao 10.1.2,
San Diego, EUA). Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Para avaliar a
normalidade dos dados, foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk. De acordo com os resultados,
foi utilizado o teste Kruskal-Wallis ou o0 One-way ANOVA para comparacao das médias entre os grupos

de tratamento, considerando um nivel de significancia (alfa) de 0,05.

18



P.PORTO e
3. Resultados

3.1. Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi analisada através do ensaio de MTT, utilizando diferentes concentracoes
deBA:1,2.5,10 e 20 uM. O tratamento das células foirealizado durante 24 e 48 horas, e aresposta celular
foi avaliada em comparacao com o grupo de controlo. Os resultados sao apresentados nos grdficos das
Figuras3 e 4.

A partir do grafico da Figura 3, verifica-se que, ap6s 24h de tratamento, a viabilidade celular
diminuiu em ambas as linhagens celulares. No entanto, os resultados da viabilidade das células 3T3-L1
nao mostraram diferenca estatisticamente significativa em relacao ao grupo de controlo (p>0.05). Por
outro lado, as células U251 apresentaram uma maior sensibilidade ao composto, observando-se uma
reducado significativa na viabilidade celular nas doses de 2.5 pM, 10 uM e 20 uM, quando comparado ao
controlo (C) (*p <0.05). Nadose de 1 uM, observou-se uma tendéncia para a significancia estatistica com
um p=0.0691, comparativamente ao grupo de controlo (C). As células U251 tratadas com 20 uM de BA
mostraram uma reducao significativa na viabilidade celular, sendo este efeito mais pronunciado em
comparacao com as células 3T3-L1tratadas com a mesma dose de BA.

Através do grdfico da Figura 4, verifica-se apds 48 horas de tratamento com BA a viabilidade
celular das células U251 manteve-se inferior a das 3T3-L1para todas as concentracoes de BA avaliadas.
Aviabilidade das células 3T3-L1ndo apresentou variacoes significativas emrelacao ao grupo de controlo
(C) para todas as concentragdes testadas (p>0.05). No entanto, as células U251 apresentaram uma
reducao significativa da viabilidade apenas na concentracao de 10 uM (*p < 0.05), em comparacao com o
grupo de controlo (C). Tendo em conta os resultados obtidos, as doses de BA 1, 2.5 e 10 uM foram
selecionadas pararealizar os ensaios seguintes por estarem acima do IC50 do composto, para ambas as

linhas celulares.
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Figura 3. Efeitos citotdxicos do BA na viabilidade celular das células 3T3-L1e U251, determinados pelo ensaio de
MTT. As células foram tratadas com varias concentracoes (1 uM-20 uM) de BA durante 24 horas. Os resultados
sao apresentados sobre a forma de média + desvio padrdo de quatro experiéncias independentes. (*p<0,05 em
comparacao com o grupo de Controlo; #p<0,05 em comparagao com o grupo nao tumoral (3T3-L1)).
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Figura 4. Efeitos citotéxicos do BA na viabilidade celular das células 3T3-L1e U251, determinados pelo ensaio de MTT. As
células foram tratadas com varias concentracées (1M — 20 uM) de BA durante 48 horas. Os resultados sdo apresentados
sobre a forma de média + desvio padrao de quatro experiéncias independentes. (*p<0,05 em comparagao com o grupo de
Controlo).
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3.2. Diferenciacao das células 3T3-L1

A diferenciacao dos pré-adipdcitos 3T3-L1 foi monitorizada por microscopia 6tica, durante os 7
dias de duracao do ensaio (Figura 5). As imagens obtidas permitiram observar alteracées morfoldgicas
caracteristicas da adipogénese ao longo do tempo.

No grupo de controlo sem estimulo de diferenciacao, verifica-se que as células mantiveram uma
morfologia fibrobldstica tipica ao longo de todo o ensaio (dias 0, 3 e 6), sem evidéncia de acumulacao
lipidica ou alteracoes morfoldgicas indicativas de diferenciacao.

Em contraste, no grupo de controlo com estimulo de diferenciacao, foram observadas alteracoes
morfoldgicas progressivas e compativeis com a diferenciacao em adipdcitos maduros. No dia 3, as
células apresentavam morfologia mais arredondada e no dia 6, observou-se a presenca evidente de
goticulas lipidicas intracelulares de diferentes tamanhos, predominantemente organizadas em torno do
nucleo, indicando um fendtipo de adipécitos 3T3-L1 maduros. No fim do ensaio, verificou-se que cerca

de 60% das células apresentavam um fendtipo de adipdcito maduro.

Dia0 Dia3 Dia6

Controlo sem diferenciacao

Controlo com diferenciacao

Figura 5. Morfologia das células 3T3-L1 durante o processo de diferenciacao adipogénica. As imagens mostram as células em trés momentos
distintos: dia O (inicio da diferenciacao), dia 3 (apds tratamento com a mistura hormonal) e dia 6 (ap6s manutencao com insulina). Imagens obtidas
por microscopia 6tico na ampliacao de 20x.
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Figura 6. Efeito do BA na diferenciacao de células 3T3-L1ao longo do tempo. As células foram tratadas com diferentes concentracdes
de BA (1uM, 2.5 uM e 10 uM) e acompanhadas nos dias 0, 3 e 6 de inducao da diferenciacao adipogénica. Imagens obtidas por microscopia
6tica com ampliagao de 20x.




Além disso, os pré-adipdcitos 3T3-L1foram ainda tratados com diferentes concentracdes de BA:
TuM, 2.5 uM e 10 uM, permitindo avaliar o seu possivel efeito na diferenciacao adipogénica. A progressao
da diferenciagao foi acompanhada por microscopia ética (Figura 6).

A partir do dia 3, comecaram a observar-se alteracdes morfoldgicas compativeis com o inicio da
diferenciagao, nomeadamente alteracdes na forma das células e o inicio do arredondamento celular.
Estas alteracoes tornaram-se mais evidentes no dia 6, com a presenca clara de goticulas lipidicas
intracelulares em todas as doses testadas. No entanto, a partir das imagens obtidas é possivel verificar-
se que a acumulacao de goticulas lipidicas tende a diminuir com o0 aumento da concentracao do BA, o que
pode ser indicativo do potencial efeito anti-adipogénico do composto nas células 3T3-L1, de forma
dependente da dose e do tempo de exposicao.

De modo a confirmar a acumulacao de goticulas lipidicas durante a diferenciacao adipogénica, as
células 3T3-L1 foram submetidas a coloracao com Oil Red O no final do ensaio (dia 7). A coloracao
permitiu identificar goticulas lipidicas intracelulares (vermelho) e nicleos celulares (azul), permitindo
uma andlise qualitativa do grau de diferenciacao adipocitaria entre os diferentes grupos experimentais
(Figura 7).

O grupo controlo com estimulo de diferenciacao apresentou intensa coloracao vermelha, com
grande ndimero de células contendo multiplas goticulas lipidicas, distribuidas de forma caracteristica no
citoplasma, compativel com um fenétipo de adipdcitos maduros. Este resultado estd de acordo com as
observacdes morfoldgicas obtidas previamente por microscopia dtica.

Nos grupos tratados com BA, observou-se uma reducao progressiva na intensidade da coloracao
com Oil Red O0,a medida que a concentracao do composto aumentava. Em1uM de BA, ainda se verificou
presenca visivel de goticulas lipidicas em nidmero consideravel, embora inferior ao controlo. Ja nos
grupos tratados com 2.5 uM e 10 uM, a coloracao foi visivelmente mais ténue, com menor nimero e
tamanho de goticulas lipidicas, sugerindo uma inibicao parcial da diferenciacao adipogénica nestas
condicdes (de acordo com a Figura 7).

Estes resultados reforcam os dados morfoldgicos anteriormente observados e indicam que BA
poderd exercer um efeito inibitdrio sobre a acumulacao lipidica durante a diferenciacao de pré-adipdcitos

3T3-L1, de forma dependente da dose.
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Figura 7. Avaliacao da diferenciacao adipogénica de células 3T3-L1tratadas com BA, antes e ap6s coloracao com Qil Red 0. Asimagens
superiores mostram a representacao microscépica da morfologia celular antes da coloracao, enquanto as imagens inferiores representam os
mesmos grupos apos coloracao com Oil Red O, utilizada para evidenciar a acumulacao de goticulas lipidicas intracelulares. Ampliacao: 40x.

3.3. Quantificacao da diferenciacao dos adipdcitos

Para complementar a andlise qualitativa da diferenciacao adipogénica das células 3T3-L1,
procedeu-se a quantificacao do nimero e da drea das goticulas lipidicas intracelulares a partir das
imagens obtidas com coloracao por Oil Red O, recorrendo ao software Fiji (Figura 8).

No grupo de controlo com diferenciacao, verificou-se uma elevada acumulagao lipidica, traduzida
por um numero e area de goticulas lipidicas superiores em relacao aos grupos tratados com BA. O
tratamento com BA resultou numa diminuicao dose-dependente do nimero e da area das goticulas
lipidicas em relacao ao controlo diferenciado. O nimero de goticulas foi o parametro mais afetado,
reduzindo-se para cerca de 20-30% dos valores de controlo em todas as concentracdes testadas. A
andlise da area das goticulas apresentou uma reducao menos pronunciada, variando entre 30-50% face
ao controlo.

Nas diferentes concentragoes de BA observou-se uma reducao do nimero e da area das goticulas
lipidicas em comparacao com o grupo de controlo diferenciado. Embora as reducdes tenham sido
consistentes em todas as doses, o efeito foi mais pronunciado na concentracao de 10 uM, onde tanto o
nimero como a drea das goticulas atingiram valores préximos de 20-30% do controlo. Apesar de nao

terem alcancado significancia estatistica, os resultados obtidos para10 uM apresentaram uma tendéncia
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para a significancia, com valores de p de 0,0545 para o nimero de goticulas lipidicas e de 0,0667 para a

area.
Em suma, estes resultados indicam que a presenca de BA compromete a acumulacao lipidica
durante a diferenciacao adipogénica em células 3T3-L1. O efeito inibitdrio é mais evidente na formacao

de novas goticulas lipidicas (ntimero), embora também se observe uma reducao na sua dimensao (area),

de forma dependente da dose.
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Figura 8. Quantificagao do nimero (A) e da area (B) das goticulas lipidicas em células 3T3-L1 apds 7 dias de diferenciagao. As células
foram tratadas com diferentes concentracoes de BA (1,25e10 uM) e comparadas com o grupo controlo diferenciado (Q). A andlise foi
realizada a partir das imagens coradas com Oil Red O utilizando o software Imagel. Os valores representam a média + SEM de trés

ensaios independentes.

3.4. Anadlise e quantificacao da formacao de tubos endoteliais por Matrigel

A angiogénese in vitrofoi avaliada através do ensaio de formacao de tubos endoteliais em Matrigel,
permitindo observar alteracdes morfoldgicas dependentes da concentracao de BA nas células
endoteliais, bEnd.3. Este ensaio foi realizado uma unica vez, tendo sido capturadas imagens de 3 a 4
areas diferentes de cada poco para andlise, sendo, portanto, resultados preliminares (Figura 9).

No grupo de controlo, as células bEnd.3 formaram uma rede tubular bem organizada, caracterizada
por multiplos segmentos longos e nés bem definidos, com elevado nimero de ramificagdes, o que é

caracteristico da angiogénese normal.
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Na concentracao de BA de 1 uM, observou-se uma reducao acentuada na complexidade da rede
tubular,com menor nimero de ramificagdes e descontinuidade de tubos, comparativamente com o grupo
de controlo. A concentracao de 2.5 pM também levou a uma diminuicao da formacao de tubos, com

presenca de segmentos tubulares mais curtos e menos interligados, em grau semelhante ou superior ao

observado a 1 uM. Por fim, manteve-se a reducao da formacao de tubos, observando-se redes menos

densas e pouco organizadas em relacao ao controlo.

Controlo BA1uM BA25uM BA10uM

20x

Figura 9. Avaliacao qualitativa da angiogénese in vitro. Imagens representativas de células endoteliais expostas a diferentes
concentragoes de BA: controlo, 1pM, 2.5 pM e 10 pM, observadas na ampliacao de 20x e 40x.

Para confirmar as observacdes morfoldgicas, o comprimento dos tubos foi medido através do

software Fiji, apés marcacao manual das estruturas (Figura 10).
A quantificacdao do comprimento dos tubos confirmou o observado microscopicamente,

demonstrando uma reducao estatisticamente significativa da formacdo de tubos endoteliais na
concentragao de BA de 1 uM (p<0,05). J3, as concentracdes de 2.5 uM e 10 uM mostraram apenas uma

tendéncia para diminuicao do comprimento dos tubos, sem atingir significancia estatistica,

comparativamente com o grupo de controlo (Figura 11).
Assim sendo, os resultados indicam que a BA inibe a capacidade angiogénica das células

endoteliais em todas as concentracoes testadas, sendo o efeito mais marcado a1 uM.
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Figura 10. Andlise da formacao de tubos no ensaio de angiogénese. Na linha superior encontram-se
as imagens originais com marcagao manual dos tubos (a vermelho). Na linha inferior apresenta-se a
segmentacao obtida pelo software Fiji apds andlise automatica, com identificacao dos tubos e a tabela
fornecida pelo Fiji com o comprimento dos tubos, em pixels.
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Figura 11. Comprimento dos tubos endoteliais, medido em
pixels (Px), obtido apés tratamento com diferentes
concentracoes de BA. A avaliacao reportou-se a apenas um
ensaio, em que foram capturadas imagens de 3 a 4 dreas
diferentes de cada poco. Os resultados sao apresentados sobre a
forma de média + desvio padrao de uma experiéncia
independente. (*p<0,05 em comparacao com o grupo de Controlo).

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

G

28



4. Discussao

0 glioblastoma, o tipo mais comum e agressivo de tumor cerebral primario, continua a representar
um desafio terapéutico devido a sua elevada taxa de recidiva e a eficacia limitada das abordagens
terapéuticas atualmente disponiveis. O BA, um composto natural, tem demonstrado atividades
anticancerigenas em vdrias neoplasias, além de efeitos anti-adipogénicos. A sua capacidade de
atravessar a BHE reforca o seu potencial como candidato promissor para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas contra o glioblastoma (5). O presente estudo teve como objetivo avaliar as
propriedades anti-tumorais do BA, nomeadamente os seus efeitos sobre a viabilidade em células de
glioblastoma, a angiogénese, bem como sobre a diferenciacao de pré-adipdcitos.

Neste estudo, observou-se que o BA reduziu a viabilidade celular de forma dependente da
concentracao nas células de glioblastoma U251, nao tendo sido observadas alteracoes significativas nas
células normais, os pré-adipdcitos 3T3-L1, em nenhuma das doses testadas. Estes resultados sugerem
que o BA exerce um efeito citotdxico seletivo sobre células tumorais, nao afetando significativamente a
viabilidade das células normais, caracteristica altamente desejavel no contexto terapéutico. Apds 24
horas de tratamento, verificou-se uma diminuicao significativa da viabilidade nas concentracdes de BA
de 2.5 uM,10 uM e 20 uM, sendo o efeito mais pronunciado na concentracao de 20 uM, o que demonstra
uma relacdo dose-resposta clara. Apesar da concentracdo de 1 uM nao ter atingido resultados
estatisticamente significativos, observou-se uma tendéncia da reducao da viabilidade das células U251,
proxima da significancia estatistica. Apds 48h de tratamento, o perfil manteve-se semelhante
verificando-se que as células U251 apresentaram menor viabilidade do que as células 3T3-L1em todas
as concentracoes de BA testadas. No entanto, apenas a concentracao de 10 uM de BA obteve resultados
estatisticamente significativos, o que pode significar que os efeitos citotéxicos da BA dependem nao sé
da dose, mas também da duracao da exposicao. A diminuicao da viabilidade observada nas células U251
poderd dever-se ainducdo de apoptose mediada pela viaintrinseca (77). E possivel que o BA atue através
da modulacao negativa de proteinas antiapoptéticas, como Bcl-2, e da ativacao de caspases,
promovendo assim a morte celular programada de forma seletiva em células tumorais (71).

Estes resultados estao de acordo com o observado por Yaozu et al., que demonstraram que o BA
reduz significativamente a viabilidade de células de glioblastoma humano U87MG e A172 de forma
dependente da concentracao e do tempo de exposicao, enquanto as células normais (astrdcitos
primarios) ndo foram afetadas mesmo em doses elevadas, reforcando o perfil de seletividade do
composto para células tumorais, tal como no presente estudo (71). Esses autores também verificaram

que o efeito citotdxico seletivo do BA envolve a supressao da via NF-xB, a reducao de proteinas anti-
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apoptéticas como Bcl-2, survivina e XIAP, e a ativacao de caspases-9 e -3, sugerindo que a inducao de
apoptose nas células tumorais ocorre através da via intrinseca mitocondrial, sem afetar células normais.
0 mesmo efeito seletivo foi observado noutros estudos cientificos (15, 72). Além disso, estudos
anteriores indicam que o BA nao afeta a viabilidade dos pré-adipdcitos 3T3-L1 até concentracoes
relativamente altas (até cerca de 220 uM), apresentando percentagens de inibicao inferiores a35% e um
IC50 elevado (192 uM) (70, 78). Esses dados reforcam que a auséncia de citotoxicidade observada nas
células 3T3-L1 no presente estudo, com concentracoes entre 1 e 20 uM, é consistente com o perfil do
composto, considerado seguro, em células normais. Em conjunto, estes dados da literatura confirmam
que o BA apresenta citotoxicidade seletiva para células tumorais, com reduzido impacto nas células
normais, o que reforca o seu potencial como composto terapéutico seguro.

O processo de diferenciacao dos pré-adipdcitos 3T3-L1foi acompanhado ao longo de sete dias por
microscopia 6tica, que permitiu observar as alteracées morfoldgicas caracteristicas do processo de
adipogénese. No grupo controlo sem diferenciacao, as células mantiveram uma morfologia fibroblastica
tipica durante todo o ensaio, sem evidéncias de acumulacao lipidica, confirmando a auséncia de
diferenciacao espontanea. Pelo contrdrio, no grupo de controlo com estimulo de diferenciacao, foram
observadas alteracdes morfoldgicas progressivas, com aumento do arredondamento celular e formacao
de goticulas lipidicas intracelulares evidentes, atingindo cerca de 60% de células diferenciadas no final
do ensaio. Nos grupos tratados com BA, verificou-se uma reducao visivel da acumulacao de goticulas
lipidicas, proporcional ao aumento da concentracao do composto, sugerindo que o BA exerce um efeito
anti-adipogénico dependente da concentracao do composto.

A andlise quantitativa confirmou estas observacoes, mostrando que o grupo controlo com
diferenciacao apresentou maior numero e area de goticulas lipidicas comparativamente aos grupos
tratados com BA. Nos grupos tratados com BA, verificou-se a diminuicao progressiva no nimero (20—
30%) e na drea das goticulas lipidicas (30-50%), em relacao ao controlo diferenciado, com reducdes
mais pronunciadas no nimero de goticulas do que na drea total. Apesar de nao ter sido atingido
significado estatistico, o efeito mais acentuado foi observado na concentracao de 10 uM de BA, onde
tanto o nimero como a area das goticulas atingiram valores préximos de 20-30% face ao controlo, 0
que pode indicar que a exposicao ao BA pode estar associada a um efeito inibitdrio na diferenciacao
adipogénica. Estes resultados poderao significar que a exposi¢cao ao BA pode exercer um efeito inibitdrio
sobre a diferenciacao adipogénica, possivelmente por interferir na expressao de fatores de transcricao

chave envolvidos na acumulacao lipidica e na maturagao dos adipdcitos (79).
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Os resultados deste estudo corroboram dados publicados anteriormente. Estudos prévios
verificaram que a exposicao ao BA em concentracfes entre 5 e 20puM resultou na diminuicao da
formacao total de goticulas lipidicas, com um aumento do niimero de pequenas goticulas, diminuicao do
tamanho total das mesmas e diminuicao do contetido lipidico (28-45%), evidenciando que o efeito anti-
adipogénico do BA depende do processo de diferenciacao (80, 81). Essa reducao observada pode estar
relacionada com o efeito do BA sobre a expressao de genes-chave da adipogénese, incluindo Adipoq,
Pparge, Cfd e Fabp4, bem como SREBP-1c, C/EBPc e PPARYy e marcadores de adipdcitos diferenciados
como GLUT4, PLIN e CDF, sugerindo que a inibicao da acumulacao de lipidos envolve a modulacao direta
da regulagao génica durante este processo (80, 82). Por fim, Mohsen et al. demonstraram efeitos
dependentes da dose sobre a acumulacao de lipidos em pré-adipdcitos 3T3-L1, com uma maior reducao
na concentracao de 10 uM (70). Portanto, esses dados confirmam que o BA exerce um efeito inibitdrio
dependente da dose sobre a diferenciacao adipogénica em 3T3-L1.

Além da modulagao génica da adipogénese, Senamontree et al. demonstraram que o tratamento
de célulashMSCs com BAreduz a secrecao de adipocinas, nomeadamente adiponectina e leptina durante
a diferenciacao adipogénica (81). Da mesma forma, em modelos in vivo com diabetes, o tratamento com
BA reduziu os niveis plasméticos da leptina e aumentou os niveis plasmaticos da adiponectina (83). A
alteracao na secrecao dessas adipocinas pode afetar a invasao tumoral: a leptina estd associada a
inducao da expressao de vdrias metaloproteinases de matriz (MMP), incluindo MMP-2, MMP-7, MMP-
9, MMP-13 e MMP-14, promovendo a degradacao da matriz extracelular e favorecendo a migracao e
invasao das células tumorais, enquanto a adiponectina pode reduzir a expressao de MMP-2 e MMP-9
em alguns tumores, diminuindo a capacidade invasiva (54). Assim, ao aumentar a adiponectina e reduzir
aleptina, o BA criaum microambiente menos favordvel aremodelacao da matriz extracelular e ainvasao
tumoral, bem como reforca o seu efeito antitumoral e anti-angiogénico, o que forma uma conexao entre
amodulagao de adipocinas a supressao da progressao e invasao tumoral.

No que diz respeito a angiogénese e ao efeito anti-angiogénico do composto, foi realizado o ensaio
de formacao de tubos endoteliais em Matrigel. Observou-se que, no grupo controlo, as células bEnd.3
formaram uma rede tubular organizada, com algumas ramificacées e segmentos longos, o que é
caracteristico de uma angiogénese normal. Por outro lado, nos grupos tratados com BA verificou-se uma
menor organizac¢ao da rede tubular, com reducao do nimero de ramificacoes e formacao de segmentos
mais curtos, sugerindo o comprometimento da capacidade angiogénica.

A andlise quantitativa confirmou estas observacoes, verificando-se uma tendéncia para a

diminuicao do comprimento dos tubos endoteliais em todas as concentracoes de BA testadas. Contudo,
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apenas a concentracao de 1 pM de BA resultou numa reducao estatisticamente significativa do
comprimento dos tubos endoteliais relativamente ao controlo. Estes resultados sugerem que o efeito
inibitdrio do BA sobre a angiogénese pode nao seguir uma relacao linear dependente da dose, podendo
envolver mecanismos compensatdrios ou efeitos citotoxicos subtis em concentracées mais elevadas
que comprometam a viabilidade ou a organizacgao celular. Apesar de preliminares, os dados obtidos
refor¢am o potencial antiangiogénico do BA. Uma possivel explicacao para este efeito pode ser ainibicao
de mediadores pré-angiogénicos, como VEGF e HIF-1, e da via de sinalizacao STAT3/HIF-1/VEGF, 0
gue resultaria na formacao de redes tubulares menos organizadas e comprometendo a angiogénese (67,
84).

Os resultados obtidos neste estudo, que evidenciaram o efeito inibitério do BA na angiogénese in
vitro, estao de acordo com a literatura. Kwon et al. demonstraram que o BA inibe de forma dependente
da dose a formacao de tubos endoteliais induzida por bFGF nas células endoteliais (BAECs), com efeito
observado a partir de 2 uM, sem comprometer a viabilidade celular até 10 uM (85). Mukherjee et al.
observaram um efeito semelhante em células endoteliais ECV304, verificando que o BAinibe aformacao
de estruturas tubulares em Matrigel, embora de forma menos intensa do que os seus derivados (86).
Além disso, investigacoes recentes com HUVECs mostraram que o BA, isoladamente ou em formulagao
micelar (Soluplus-BA), inibe a formacao de tubos em Matrigel, efeito acompanhado pela diminuicao da
expressao de HIF-1e VEGF (87). Shin et al. também relataram que o BA reduz a formacao de tubos em
HUVECs induzida por VEGF em condi¢oes de hipdxia, confirmando o seu efeito antiangiogénico in vitro
(88). Estudos adicionais demonstraram que o BA diminui a atividade de STAT3 e suprimiu a ligagao de
STAT3 e HIF-1a ao promotor de VEGF em células tumorais sob hipdxia, levando a diminuicao
significativa da producao de VEGF e sugerindo que ainibi¢ao da via STAT3/HIF-1o/VEGF contribui para
o efeito antiangiogénico do composto (88, 89). Estudos preliminares do nosso centro de investigagao
confirmam o efeito inibitério do BA na expressao da STAT3 em células U251. Estudos adicionais sao
necessario para correlacionar inequivocamente o papel da STAT3 na angiogénese em células de
glioblastoma tratadas com BA. Ainda assim, os dados obtidos neste trabalho corroboram os resultados
descritos na literatura e reforca que o papel do BA exerce na inibicao da angiogénese in vitro em
diferentes modelos celulares, independentemente das condicdes experimentais ou formulacoes
utilizadas, sugerindo que a potencial aplicacao do BA em estratégias terapéuticas antiangiogénicas.

Apesar dos resultados promissores, este estudo apresenta algumas limitacoes que devem ser
consideradas. O ensaio de angiogénese forneceu apenas resultados preliminares, tornando

indispensavel arealizacao de estudos adicionais, idealmente com a utilizagao de meios condicionados de
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glioblastoma ou tratamento com um indutor de angiogénese (ex: VEGF). A escassez de tempo também
impediu a utilizacao de meios condicionados de adipdcitos no ensaio da angiogénese, conforme
inicialmente planeado, o que teria permitido avaliar o efeito do BA na angiogénese sob um estado de
obesidade. Colmatar estas lacunas em trabalhos futuros permitird obter uma compreensao mais
completa do potencial terapéutico do BA. Em curso ficou também a analise do perfil metaboldmico das
células tumorais U251 nos meios condicionados produzidos, através da andlise por HPLC. A identificacao
e quantificacao dos elementos segregados com e sem tratamento com BA contribuira para clarificar o
mecanismo de acao mais provavel do composto num contexto de obesidade. Este é, sem duvida, o
proximo passo na investigacao que continua.

Num futuro préximo é fundamental aprofundar o estudo dos mecanismos moleculares
subjacentes aos efeitos observados, através da analise da expressao de genes e proteinas envolvidos
na apoptose, adipogénese ou angiogénese. Adicionalmente, a realizacao de ensaios complementares in
vitro, utilizando outros modelos celulares, e de estudos in vivo seria essencial para confirmar os efeitos
observados em modelos mais representativos, bem como avaliar a biodisponibilidade e o peffil

toxicoldgico do BA.
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5. Conclusao

Este projeto teve como objetivo estudar os efeitos do BA nos processos de diferenciacao de pré-
adipdcitos, e produzir meios condicionados que contribuam para o estudo da angiogénese ohservada em
células de glioblastoma humano. Os resultados obtidos demonstraram que o BA apresenta um efeito
citotoxico seletivo sobre as células de gioblastoma U251, reduzindo significativamente a sua viabilidade
de forma dependente da dose, sem comprometer a viabilidade das células normais, o que reforca o seu
potencial como composto anti-tumoral. Além disso, o BA revelou-se capaz de inibir significatiavemente
o processo de diferenciacao de células 3T3-L1 em adipdcitos, evidenciado pela diminui¢ao do nimero e
area de goticulas lipidicas formadas. No ensaio de angiogénese in vitro, verificou-se ainda uma reducao
do comprimento das redes tubulares formadas pelas células endoteliais apds tratamento com BA,
reforcando o seu potencial antiangiogénico.

Este projeto contribui para aprofundar o conhecimento cientifico atual acerca dos efeitos
bioldgicos do BA em diferentes contextos fisiopatoldgicos. Em suma, os dados obtidos permitem
reforcar o seu potencial terapéutico, sugerindo-o como um candidato promissor para o desenvolvimento
de novas abordagens antitumorais, especialmente em situacdes em que a obesidade possa ser um fator

de risco para o cancro.
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