UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Pds-Graduacdo em Farmacia

Area de Analises Clinicas

Integracdo metabdlica no microambiente tumoral: metabolismo energético versus

metabolismo do triptofano

Maysa Braga Barros Silva

Tese para obtencdo do titulo de DOUTOR.

Orientadora: Profa. Tit. Ana Campa

Séo Paulo
2021



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Pds-Graduacdo em Farmacia

Area de Analises Clinicas

Integracdo metabdlica no microambiente tumoral: metabolismo energético versus

metabolismo do triptofano

Maysa Braga Barros Silva

Versdo corrigida da Tese conforme resolugdo CoPGr 6018.

Tese para obtencdo do titulo de DOUTOR.

Orientadora: Profa. Tit. Ana Campa

Sao Paulo
2021



Autorizo a reproducéo e divulgacao total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio
convencional ou eletronico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Ficha Catalogréfica elaborada eletronicamente pelo autor, utilizando o
programa desenvolvido pela Se¢éo Técnica de Informatica do ICMC/USP e
adaptado para a Divisdo de Biblioteca e Documenta¢édo do Conjunto das Quimicas da USP

Bibliotecéaria responsavel pela orientacdo de catalogacao da publicacéo:
Marlene Aparecida Vieira - CRB - 8/5562

Silva, Maysa Braga Barros

S813i I ntegracao netabdlica no nmicroanbiente tunoral:
nmet abol i smo energético versus netabolisnm do
triptofano / Maysa Braga Barros Silva. - Sdo Paul o,
2021.

99 p.

Tese (doutorado) - Facul dade de G énci as

Far macéuti cas da Uni versi dade de S&do Paul o.

Departanento de Analises Cinicas e Toxicol 6gi cas.
Orientador: Campa, Ana

1. Metabolisnmp. 2. Cancer. 3. Ml anoma. 4.
Mel anécito. 5. Triptofano. I. T. Il. Canpa, Ana,
ori ent ador.




Maysa Braga Barros Silva

Integracdo metabdlica no microambiente tumoral: metabolismo energético versus

metabolismo do triptofano

Comisséo julgadora da

Tese para obtencdo do titulo de Doutor

Profa. Tit. Ana Campa

Orientador/presidente

1° examinador

2° examinador

3° examinador

Sdo Paulo, 24 de margo de 2021.



“A persisténcia é o menor caminho do éxito”.

Charles Chaplin



Dedico esse trabalho a minha familia, por estar ao meu lado, me apoiando e

incentivando durante toda a trajetoria para essa conquista.



Agradecimentos
Primeiramente agradeco a Deus, por tornar essa vitoria possivel e por ser minha
fonte de forgas todos os dias. Agradeco a minha mée e a0 meu padrasto, por sempre me
incentivarem a seguir em frente pelo caminho que escolhi e por ndo medirem esforgos
para me ajudar em tudo e também, ao meu namorado Felipe, com quem dividi fielmente
as alegrias e as dificuldades e que sempre me apoiou em tudo. Nao existem palavras

capazes de expressar a minha gratidao a voceés.

Agradeco a minha orientadora, Ana Campa, pela dedicacéo, paciéncia, confianca,
incentivo e amizade durante esses anos. Obrigada por ser essa orientadora incrivel!
Agradeco também a técnica Silene, por toda ajuda e por ser além de técnica, amiga e

ouvinte, vocé foi essencial.

Obrigada as meninas do laboratério, por toda ajuda com os experimentos, pelas
discussdes cientificas, pelas risadas, pelos conselhos e pelas cervejas nos dias
estressantes. Marcela, Mary e Paloma, vocés sao demais!

Agradeco a todos os colaboradores desse trabalho: Profa. Ana Paula de Melo
Loureiro, por toda ajuda, desde a execucdo de experimentos, até a anélise e discussdo de
resultados, vocé foi essencial e também ao aluno Everson; Profa. Silvya Stuchi, a técnica
Silvia Romano e as alunas do lab de patologia, sempre presentes e bem-dispostas a ajudar;
Prof. Ernani, Felipe e Fabi Massas; Dr. Gilson Murata, pela ajuda com os experimentos

e pela amizade.

Obrigada a todos que estiveram envolvidos neste trabalho!



BRAGA, M; CAMPA, A. Integracdo metabolica no microambiente tumoral:
metabolismo energético versus metabolismo do triptofano. 2021. 99f. Tese
(doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o

Paulo.

A reprogramacao metabdlica e a inducéo do catabolismo de amino&cidos sdo essenciais
para a progressao e regulacdo imunoldgica no cancer. Dentre os aminoacidos, o triptofano
(Trp), possui estreita relacdo com um dos principais mecanismos de imunoescape e
progressao tumoral, através do aumento da producéo de quinurenina (KYN) proveniente
da metabolizacdo do Trp catalisada pela enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO).
Apesar da importancia do metabolismo do Trp e do metabolismo energético no céancer,
até entdo, ndo existiam estudos que se dedicassem a integracdo dessas vias. Assim, 0
objetivo desse trabalho foi investigar a regulacdo cruzada entre essas vias. Para isso
utilizamos culturas de células normais (melandcitos) e uma linhagem tumoral (melanoma
A375). Apos adicdo de KYN e metabdlitos da via KYN nos melanomas houve aumento
da concentracdo do oncometabolito 2-hidroxiglutarato (2-HG) e de succinato e fumarato,
que quando em excesso, também sdo considerados oncometabolitos. Glutamato, substrato
anaplerdtico preferido dos tumores, e aspartato, usado para a biossintese de nucleotideos,
também tiveram concentracdes aumentadas. Alem disso, KYN aumentou as taxas de
consumo de oxigénio, a acidificacdo do meio e a proliferacdo celular. Os efeitos de KYN
e seus metabdlitos sobre o metabolismo se estendem as células do microambiente, pois
ha uma intensificacdo da via glicolitica com producédo de lactato nos melandcitos. Essas
alteracbes metabdlicas indicam que a formacdo de metabdlitos da via KYN no
microambiente tumoral causam mudancas metabolicas que potencializam o fenétipo
tumoral trazendo vantagens para o tumor. Enquanto que, metabolitos da via
serotoninérgica, especialmente serotonina (SER), apresentaram efeitos opostos. Aqui
neste estudo, expandimos o conhecimento de como o metabolismo do Trp esta
intimamente ligado com a progressdo do cancer, e acrescenta a ideia promissora de
desviar a metabolizac¢éo do Trp para outras vias competitivas a via KYN como estratégia

para tratamento de neoplasias.

Palavras-Chaves: Metabolismo, cancer, melanoma, melandcito e triptofano.



Abstract

BRAGA, M; CAMPA, A. Metabolic integration in the tumor microenvironment:
energy metabolism versus tryptophan metabolism. 2021. 99p. Thesis (doctorate) -

Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, S&o Paulo.

Metabolic reprogramming and induction of amino acid catabolism are essential for the
progression and immune regulation in cancer. Among the amino acids, tryptophan (Trp),
has a narrow relation with one of the main mechanisms of immune escape and tumor
progression, by increasing kynurenine (KYN) production from the metabolism of Trp
catalyzed by the enzyme indoleamine 2,3-dioxigenase (IDO). Despite the importance of
Trp metabolism and energy metabolism in cancer, until then, there were no studies
dedicated to the integration of these pathways. Thus, the objective of this work was to
investigate the crosstalking between these pathways. For this, we used cultures of normal
cells (melanocytes) and a tumor line (melanoma A375). After KYN and KYN metabolites
addition in melanomas, there was an increase in the concentration of the oncometabolite
2-hydroxyglutarate (2-HG) and succinate and fumarate, that when in excess, they are also
considered oncometabolites. Glutamate, the preferred anaplerotic substrate for tumors,
and aspartate, used for nucleotide biosynthesis, also had increased concentrations. In
addition, KYN increased rates of oxygen consumption, acidification of the medium and
cell proliferation. The effects of KYN and its metabolites on metabolism extend to the
cells of the microenvironment, because there is an intensification of the glycolytic
pathway with lactate production in the melanocytes. These metabolic changes indicate
that the formation of KYN metabolites in the tumor microenvironment cause metabolic
changes that potentiate the tumor phenotype bringing advantages to the tumor. Whereas,
metabolites of the serotoninergic pathway, especially serotonin (SER), had opposite
effects. Here in this study, we expanded the knowledge of how Trp’s metabolism is
closely linked to cancer progression, and adds the promising idea of divert the metabolism
of Trp to other competitive pathways via the KYN pathway as a strategy for the treatment

of neoplasms.

Keywords: Metabolism, cancer, melanoma, melanocyte and tryptophan.
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1. Introducgéo

Estudos sobre a integracdo de vias metabolicas sdo fundamentais para entender a
complexa regulagdo do metabolismo. Alguns exemplos de integracdo metabolica sdo
classicos, como a gliconeogénese e a glicolise, que sdo reguladas reciprocamente,
enguanto uma via € minimamente ativa, a outra esta altamente ativada. Outro exemplo, o
AMP inibe e o citrato ativa a frutose 1,6-bisfosfatase, uma enzima essencial na
gliconeogénese, enquanto essas moléculas tém efeitos opostos sobre a fosfofrutoquinase,
0 marcapasso da glicdlise. No ciclo de Krebs, também podem ser vistas integracdes
metabolicas. Esse ciclo pode ter um papel anabdlico, fornecendo intermediarios para a
biossintese em outras vias, como succinil-CoA para a formacéo de porfirinas e citrato
para a formacdo de acidos graxos. Além disso, uma reacdo reversivel que ocorre no
citosol é a transaminacdo entre alanina e piruvato, e ndo s6 a alanina, mas Varios
aminoacidos podem ser convertidos em piruvato. Assim, a transaminacdo € uma
importante ligacdo entre o metabolismo de aminoacidos e carboidratos (STRYER, 2002).

Nas células tumorais ocorrem vérias mudangas metabdlicas. Apesar de ndo existir
uma “assinatura metabdlica” Unica para o cancer, algumas modificagdes sdo mais
frequentes. Um exemplo classico é o metabolismo da glutamina para anaplerose do ciclo
de Krebs. Assim, a integracdo de vias metabdlicas na saide e na doenca sédo fundamentais
para entender o funcionamento das células isoladamente e no microambiente (HEIDEN
etal., 2017).

1.1. Metabolismo da célula tumoral

As células tumorais necessitam de um grande suprimento de ATP para manter o
seu metabolismo e realizar a sintese de biomoléculas (KIM, 2018). Existem algumas
teorias que tentam explicar o metabolismo energético do cancer. A primeira teoria, 0
famoso efeito Warburg, mostrou que as células tumorais possuem um metabolismo
energético no qual as mitocondrias sdo menos efetivas na producdo de ATP e hd um
aumento da producdo de lactato, mostrando que elas dependem principalmente da via
glicolitica para a produgdo de ATP (Figura 1A). Como essa repressdo do metabolismo
oxidativo acontece mesmo na presenca de oxigénio, esse fendmeno metabdlico é

conhecido como glicélise aerdbica, ou entdo como efeito Warburg (WARBURG, 1956).
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Figura 1: Teorias do metabolismo energético das celulas tumorais. (A) Metabolismo
de uma célula normal na presenca de oxigénio e teoria do efeito Warburg em células
tumorais. (B) Teoria da simbiose metabdlica e glutamindlise em células tumorais (KIM
etal., 2018).

Desde a descoberta do efeito Warburg, diversos estudos vém sendo feitos para
descobrir os mecanismos moleculares que podem desencadear o switch metabdlico
fosforilacdo oxidativa <« glicdlise aer6bica. Um dos principais determinantes para o
efeito de Warburg é a superexpressdo de transportadores de glicose (PALSSON-
MCDERMOTT et al., 2013). Alem disso, foi proposto que em células tumorais o piruvato
ndo pode ser eficientemente metabolizado pelas mitocéndrias desviando assim o fluxo
metabdlico para a producédo de lactato. Trés eventos explicariam isso: a) a restricdo do
transporte do piruvato na matriz mitocondrial, b) a inibicdo da atividade do complexo
piruvato desidrogenase (PDH), e c) a superativacdo da lactato desidrogenase (DIAZ-
RUIZ et al., 2011).

Existem muitos estudos mostrando que as celulas tumorais sofrem reprogramacéo
metabolica e utilizam principalmente a glicélise aerébica como fonte de energia, em vez
de fosforilagcdo oxidativa, mesmo na presencga de oxigénio (WARBURG, 1956). Até a
pouco tempo, era amplamente aceito que a glicose é a principal fonte de ATP dos tumores,
no entanto, isso s6 acontece quando a glicose é a Unica fonte de nutrientes sob hipoxia
(KIM et al., 2018) e estudos mais recentes mostraram que algumas células tumorais

apresentam aumento da fosforilacdo oxidativa (DAR et al., 2017; KIM et al., 2018).
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A segunda teoria sobre o metabolismo do cancer mostrou que as células tumorais
regulam mutuamente seu metabolismo energético por meio de simbiose metabdlica: uma
célula tumoral produz lactato com produgdo de ATP ao consumir glicose (efeito
Warburg) e uma célula vizinha consome o lactato secretado para produzir ATP através
do ciclo de Krebs e fosforilacdo oxidativa (Figura 1B) (SONVEAUX et al., 2008;
FAUBERT et al., 2017). Algumas células tumorais usam o lactato como substrato para
intermediérios do ciclo de Krebs e para a producdo de ATP (FAUBERT et al., 2017).
Além disso, o lactato pode ser convertido em piruvato pela acéo da lactato desidrogenase
(LDH) e posteriormente em acetil-CoA pela acdo da ATP-citrato liase para a sintese de
acidos graxos (Figura 1B) (ZAIDI et al., 2012), contribuindo para a biossintese de
moléculas importantes para proliferacdo das células tumorais.

Esses novos estudos desafiaram o efeito Warburg, uma vez que Warburg afirmou
que danos nas mitocéndrias de células tumorais poderiam explicar a fermentacdo e
acidificacdo do meio (WARBURG, 1956), porém, estudos recentes ja mostraram que as
mitocdndrias de células tumorais possuem funcdo ativa de fosforilagdo oxidativa (KIM
et al., 2018). Sendo assim, as células tumorais exibem heterogeneidade no uso da
fosforilacdo oxidativa ou glicolise como fonte de energia e essa flexibilidade indica uma
adaptacéo para sobrevivéncia. (DAR et al., 2017).

A importancia da reprogramacdo metabolica na célula tumoral tem sido muito
evidenciada nos ultimos anos e foi adicionada como um dos hallmarks do cancer em 2011
(HANAHAN e WEINBERG, 2011). Também recentemente, tem ficado claro que ha
mudancas metabdlicas ao longo da progressdao. Por exemplo, tumores in situ tem
metabolismo diferente de metastases (MORANDI et al., 2014). As mudangas metabolicas
também se estendem as células estromais e células do sistema imune (LEONE e
POWELL, 2020).

A via glicolitica e ciclo de Krebs ocupam uma posicdo central no metabolismo e
atendem a maior demanda energética das células (DESIDERI et al., 2015), e as células
tumorais possuem a capacidade de gerar macromoléculas a partir de nutrientes
extracelulares disponiveis, isso é feito através de vias metabodlicas, que permitem um
desvio significativo de fontes de nutrientes para a biomassa intracelular (YANG et al.,
2017).

Além do metabolismo energeético, sabe-se que a inducdo do catabolismo de

aminoéacidos € essencial para a progresséo e regulacdo imunolégica no cancer (CANTOR
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e SABATINI, 2012), e também possui caracteristicas especificas em células tumorais,
como: aumento da demanda de nitrogénio para rea¢Ges biosintéticas, consumo elevado
de aminoacidos, dependéncia de fontes exdgenas para aminoacidos ndo essenciais e
concentracdes alteradas de enzimas que catalisam a sintese de aminoacidos (LUKEY et
al, 2016; PEARCE et al., 2013). Além disso, os aminoacidos atuam como fonte de
energia, estdo envolvidos no equilibrio redox, e na regulagdo epigenética e imunologica
ligada a tumorigénese e metastase (LIEU et al., 2020).

A terceira teoria do metabolismo do cancer envolve o metabolismo do aminoacido
glutamina, isso porque, depois da glicose, o nutriente que € mais rapidamente consumido
por células tumorais é a glutamina (ALTMAN et al., 2016), substrato anaplerdtico
preferido dessas células (DEBERARDINIS et al., 2007). As altas concentracfes de
glutamina sdo importantes para as células tumorais, pois esse aminoacido é fonte de
carbono e nitrogénio que sustenta a biossintese e o crescimento do tumor (ALTMAN et
al., 2017). Apés a entrada nas células, a glutamina é convertida pelas glutaminases
mitocondriais (GSL) em um ion aménio e glutamato. O glutamato entdo pode ser
convertido em a-cetoglutarato, através da enzima glutamato desidrogenase (GLUD) ou
por aminotransferases, e entdo o a-cetoglutarato entra no ciclo de Krebs (ALTMAN et
al., 2017), processo conhecido como glutamindlise (YANG et al., 2017). A partir da
glutaminolise, a glutamina é utilizada para repor os intermediarios do ciclo de krebs e
também para sintese de acidos graxos, que sdo considerados precursores biossintéticos
(Figura 1B) (DEBERARDINIS et al., 2007, 2008). A ativacdo do oncogene MYC, por
exemplo, induz a glutaminolise em células tumorais (WALLACE, 2012).

Além disso, foi mostrado um novo caminho para o a-cetoglutarato proveniente da
glutamina, a carboxilacdo redutora, onde o a-cetoglutarato derivado da glutamina é
reduzido através do consumo de NADPH pelas isocitrato desidrogenases, formando
citrato, que suporta a sintese de acetil-CoA. Esse processo pode ser uma fonte de carbono
para a sintese lipidica em células tumorais hipéxicas (GAMEIRO et al., 2013).

Assim como a glutamina, a asparagina também fornece substratos para as células
tumorais, pois gera aspartato e em seguida oxaloacetao, substrato anaplerético do ciclo
de Krebs (ZHANG et al., 2014). O ciclo da uréia também esta ligado com o metabolismo
energético, a arginina é um metabdlito intermediario do ciclo da uréia cuja biossintese de
novo requer duas etapas enzimaticas sequenciais: argininosuccinato sintetase (ASS) que

catalisa a sintese de argininosuccinato a partir de citrulina e argininosuccinato liase (ASL)
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que converte argininosuccinato em arginina e fumarato, metabdlito do ciclo de Krebs
(KUO et al., 2010).

Algumas mutag¢des ou diminuicdes da expressdo de enzima, também levam ao
acumulo de algumas moléculas. No caso a diminuicdo da expressdo da ASS, leva ao
acumulo de aspartato, permitindo que esse aminoacido seja utilizado para a biossintese
de nucleotideos apoiando a proliferacdo tumoral (SULLIVAN et al., 2016). Outro
exemplo dessas alteragcbes tumorais, sdo as mutagdes das enzimas isocitrato
desidrogenase 1 e 2 (IDH 1/2), que ao invés da enzima oxidar o isocitrato para o-
cetoglutarato, passa a reduzir o a-cetoglutarato ao oncometabdlito 2-hidroxiglutarato (2-
HG) (DAN et al., 2018).

Além desses aminoacidos, as células tumorais podem consumir do meio outros
aminoéacidos como a serina (MATTAINI et al., 2016), a glicina, que é necessaria para a
biossintese de nucleotideos (MADDOCKS et al., 2013). E também ja foi mostrado que
as células tumorais esgotam rapidamente a arginina e o triptofano disponiveis no
ambiente celular (PEARCE et al., 2013).

O aminoacido triptofano (Trp) e seu metabolismo possui estreita relacdo com um
dos principais mecanismos de imunoescape e progressdo tumoral e esta relacionado ao
aumento da expressdo de indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), enzima que catalisa a
transformacéo de Trp em quinurenina (KYN) (KIM et al., 2007; MUNN et al., 2007). O
aumento da expressao de IDO e producdo de KYN é observado em muitos tumores e esta
associado a papéis imunossupressores, principalmente por meio da regulacao da anergia
de células T efetoras e inducdo da proliferacdo de células T reguladoras, levando ao
escape imune do tumor (WU et al., 2018). O aumento da expresséo de IDO e aumento da
razdo KYN/Trp plasmaticos tem sido associada a um mau prognéstico e a metastases em
muitos canceres, como por exemplo, em melanomas (WEINLICH et al., 2007; INO et
al., 2008; SPEECKAERT et al., 2012).

1.2. Metabolismo do Trp no cancer

Um dos exemplos mais antigos da ligacdo entre o aumento do catabolismo de
aminoacidos e cancer € o catabolismo de triptofano (Trp) (LEPPANEN e OKA, 1963),
um aminoacido essencial, substrato para a sintese proteica, que pode ser catabolizado por
trés vias metabdlicas distintas. A principal delas é a via das quinureninas (via KYN), que
qguando conduzida pelas enzimas IDO e/ou triptofano-2,3-dioxigenase (TDO) forma

quinurenina (KYN) e a partir de KYN, uma gama de produtos secundéarios séo gerados,
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por exemplo, &cido antranilico (AA), &cido quinurénico (KA), acido xanturénico (XA),
acido quinolinico (QA) e &cido nicotinico (NA).

Outra via de metaboliza¢do do Trp é a via serotoninérgica (via SER), a qual é
responsavel pela producdo de serotonina (SER) e melatonina (MLT), dentre outros
metabolitos. Uma pequena parte deste aminoacido ainda poder ser convertida em
dimetiltriptamina (DMT) conduzindo o catabolismo por uma terceira via, a via das
triptaminas (via TRY). As vias de metabolizacdo do Trp estdo apresentadas na figura 2.

M

o HO,

i\‘N" OH
-— — LA -
OH

KYN ER

i
1 “ | | i

w

NH; O NHy 2 Hee
it L TR 5
HN
o 5, oMT
AFMK
—  oH o
R ¢ 2 PPN
Hl
NA
AMK
Via KYN Via SER Via TRY

Figura 2: As trés vias de metabolizacdo do Trp: via KYN (esquerda), via SER (meio) e
via TRY (direita).

Os transportadores de aminoacidos sdo essenciais para o crescimento e proliferacéo
1994). LAT1 é um dos
transportadores de aminoéacidos do tipo L e transporta grandes aminoécidos neutros, como
o triptofano (YANAGIDA et al., 2001). J& foi mostrado que LAT1 é altamente expresso
em diversos tipos de tumores (YANAGIDA et al.,

de células normais e transformadas (MCGIVAN et al.,

2001), e que essa expressdo possuli
relacdo direta com a proliferacdo celular, angiogénese e regulacdo do ciclo celular
(OHKAME et al., 2001), além disso, melanomas expressam mais LAT1 do que
melandcitos (SHIMIZU et al., 2015).

Células que expressam IDO, como células do sistema imune e células tumorais,
possuem captacdo modificada de triptofano através de um novo sistema de transporte que
possui propriedades funcionais diferentes das do LAT1 (SILK et al., 2011), além disso,

IFN-y ndo s6 induz a enzima IDO, mas também ¢ capaz de induzir um sistema de

25



transporte seletivo de triptofano (BHUTIA et al., 2014). Os compostos das vias de
metabolizacdo do Trp possuem papéis conhecidos no microambiente tumoral. A seguir
serdo apresentadas as caracteristicas desses metabdlitos nos processos tumorais e na
resposta imunoldgica.

Como comentado anteriormente, 0s metabolitos da via KYN fazem parte de um dos
principais mecanismos de toleréncia, imunoescape e progressdo tumoral, através do
consumo e deplegéo de Trp e expressao da enzima IDO (BADAWY, 2018; KIM et al.,
2007; MUNN e MELLOR, 2007). IFN-y ¢ o principal indutor de IDO (BHUTIA et al.,
2015) e pode ser produzido por diferentes células imunologicas no microambiente
tumoral (GAJEWSKI, SCHREIBER e FU, 2013). Além disso, KYN também é produzida
pela acdo da enzima TDO e mais recentemente alguns estudos apontam para seu papel na
progressao tumoral (PILOTTE et al, 2012). A inibicéo das enzimas IDO e TDO tem sido
considerada uma estratégia para a restauracdo da imunidade ( BADAWY, 2018). De fato,
18 estudos clinicos com diferentes inibidores de IDO estdo sendo realizados (em acesso
ao website clinicaltrials.gov em 13.01.2021).

Apesar da relagdo KYN/Trp ser a mais descrita, outras relagdes entre metabdlitos
do Trp tém sido apresentadas com relevancia para avaliacdo do progndstico tumoral,
como por exemplo, em cancer cervical primario hd um aumento das concentracdes de
acido quinolinico (QA) e uma diminuicdo de acido quinurénico (KA), apontando a
relacdo QA/KA como fator progndstico para esse tipo de cancer (FOTOPOULOU et al.,
2011). Néo s6 a diferente producao entre esses metabdlitos, mas o direcionamento da via
parece estar alterado em processos tumorais. Neur6nios humanos direcionam a via das
quinureninas (via KYN) para a sintese de acido picolinico (PA), enquanto células de
neuroblastoma humano a direcionam para a sintese de QA (GUILLEMIN et al., 2007).

O acido antranilico (AA) e o 3-hidroxi-antranilico (HAA) estdo envolvidos com a
etiologia do cancer de bexiga (TEULINGS et al., 1973) e ambos metabdlitos podem auto-
oxidar e gerar espécies reativas de oxigénio que podem interagir com 0 mesmo receptor
da KYN, o AhR (CHUNG et al., 2011). Os metabdlitos finais da via KYN também
possuem atividade pro-tumoral. PA é capaz de diminuir a proliferacdo de linfocitos e de
células NK, alterando a producdo de quimiocinas e o recrutamento de leucdcitos
(FRUMENTO et al., 2002; BOSCO et al., 2003). Acredita-se também que a atividade de
IDO aumente a sintese de QA, acido nicotinico (NA) e nicotinamida (NAM) e mantenha
os niveis de NAD™ altos, fator crucial para a proliferagdo celular incessante, o que ocorre

com as células tumorais proliferativas (CHIARUGI et al., 2012).
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N&o s0 a via KYN, a via SER também tem sido apontada como moduladora no
microambiente tumoral. Efeitos tanto pré como antitumorais tem sido descritos para a
SER. A SER estimula o crescimento do tumor através dos seus receptores 5-HT1 e 5-
HT2 (ZAMINPIRA et al., 2017), por exemplo, 0 aumento da via SER esta relacionado a
progressdao maligna em cancer de mama humano (JUHASZ et al., 2012) e pacientes com
sindrome carcinoide apresentam altas concentracbes de SER e seu precursor 5-
hidroxitriptofano (SHAH et al., 2005). Em contraste, doses baixas de serotonina podem
inibir o crescimento do tumor (ZAMINPIRA et al., 2017). Jaa MLT é uma molécula com
atividade antitumoral proposta. A MLT inibe o crescimento de células tumorais através
da sua atividade antioxidante, por estimulacdo de apoptose e por inibi¢cdo da angiogénese,
metastase e alteracdes epigenéticas (Li et al., 2017).

A MLT tem capacidade de capturar radicais de oxigénio e gerar diferentes
metabolitos. O principal metabdlito da MLT €é o N1-acetil-N2-formil-5-
metoxiquinuramina (AFMK). E entdo, o AFMK obtido por oxidacdo da MLT pode ser
deformilado por uma formidase e dar origem a N1-acetil-o5-metoxiquinuramina (AMK)
(HIRATA et al., 1974). O nosso grupo ja demonstrou que AFMK e AMK mantém as
atividades bioldgicas reconhecidas para a MLT e SER sobre células do sistema imune,
particularmente na inibicdo da producdo de citocinas e da proliferagdo celular, muitas
vezes em intensidades superiores a propria MLT, sugerindo que a metaboliza¢do da MLT
a AFMK em sitios inflamatorios teria um forte papel imunomodulatério (SILVA et al.,
2004).

Apesar das fungdes descritas para 0 DMT no sistema nervoso (RIBA et al., 2001;
FONTANILLA et al., 2009) ndo existem estudos sobre a via TRY em doengas. A (nica
descricdo dessa rota metabolica no cancer foi realizada pelo nosso grupo de pesquisa que
identificou a habilidade de linhagens tumorais de melanoma humano em sintetizar DMT
(GOMES et al., 2014). E, sabendo que esse metabolito tem sido proposto como ligante
do receptor S1R, e que esse receptor estd sendo relacionado tanto com sobrevivéncia
celular quanto com invasividade tumoral (BALASURIYA et al., 2012), sugerindo que
essa via metabdlica seja de importancia do desenvolvimento de algumas neoplasias.

Como mencionado acima, apesar da importancia da reprogramacdo metabdlica e
do metabolismo de Trp para os processos de proliferacdo tumoral e imunoativacao,
poucos estudos exploram o papel do metabolismo desse aminoacido no metabolismo do
tumor. Os estudos existentes sobre 0s metabdlitos do Trp estdo relacionados aos seus

efeitos no sistema nervoso central, especialmente nas condi¢des cognitivas e psiquiatricas
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(SCHWARCZ e STONE, 2017). Por exemplo, o &cido quinurénico (KA) é aumentado no
cérebro de pessoas com esquizofrenia (KINDLER et al., 2019) e os pacientes com
depressdo apresentam diminui¢do do nivel de KA e KYN (OGYU et al., 2018). Além
disso, a diminuicdo da atividade das vias SER desempenha papel importante na
fisiopatologia da depressao (COWEN e BROWNING, 2015).

Além disso, ndo existem estudos que se dediquem a integracdo do metabolismo
do Trp e do metabolismo energético. O Unico estudo que integra essas duas vias
metabolicas, mostrou, in vitro, que o acido xanturénico (XA) era capaz de inibir a
atividade da enzima aconitase (MURAKAMI et al., 2006). Sendo assim, aqui, abordamos
se 0 Trp e alguns dos metabdlitos representativos das trés vias de metabolizacdo do Trp
modificam o metabolismo energético das células tumorais e ndo tumorais. Além disso,
dada a importancia da metabolizacao do Trp no escape imunologico de tumores, também
abordamos o efeito de alguns dos intermediarios da via da glicélise e do ciclo do TCA na
metabolizacdo do Trp. A identificagdo de moléculas capazes de integrar essas vias pode
auxiliar na compreensao sobre os sinais envolvidos no desenvolvimento e na progresséo
de tumores. Além disso, as diferencas metabolicas entre células normais e células

tumorais sdo importantes para o entendimento do metabolismo tumoral.
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2. Objetivo

Esse trabalho teve como objetivo investigar a interacdo do metabolismo de

triptofano e do metabolismo energético, e ainda o efeito dos principais metabdlitos do

Trp sobre a proliferacdo e atividade mitocondrial em células tumorais e em células

normais.

2.1. Objetivos especificos

Na linhagem de melanoma humano A375 e em melandcitos primarios tratados

com os principais metabolitos do Trp (KYN, AA, KA, XA, NA, QA, SER, MLT e TRY)

foi realizado:

Padronizagdo das concentragdes e tempo de exposicdo aos tratamentos néo
citotoxicos através de ensaio de viabilidade por citometria de fluxo;

Avaliacdo do consumo de glicose;

Avaliacdo da atividade mitocondrial através do ensaio de MTT;

Avaliacdo do metabolismo tumoral (metabolitos da via glicolitica, ciclo de Krebs,
fosforilacdo oxidativa e aminoacidos) por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas;

Avaliacdo da atividade de enzimas que participam da via glicolitica e o ciclo de
Krebs;

Avaliacdo do consumo de oxigénio e acidificagdo do meio de cultura através do
Seahorse (cell mito stress test assay);

Avaliacdo do crescimento celular independente de ancoragem através do ensaio de
formagéo de col6nias em Soft-Agar;

Avaliacdo da proliferacdo celular atraves da contagem de células.

Na linhagem de melanoma humano A375 e em melandcitos primarios tratados com

lactato, piruvato, succinato e fumarato foi realizado:

Padronizagdo das concentragdes e tempo de exposi¢cdo aos tratamentos néo
citotoxicos através de ensaio de viabilidade por citometria de fluxo;

Avaliagdo o0 metabolismo de Trp (produtos das trés vias catabolicas) por

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Condic6es de cultura celular

Os experimentos foram realizados com uma linhagem de melanoma humano
metastatico (A375), que faz parte da biblioteca de células da Profa. Silvya SM Engler.
Essa linhagem é correntemente utilizada pelo grupo e ja mostrou fazer switch metabdlico
fosforilagdo oxidativa < glicélise aerobica (KUDRYAVTSEVA et al., 2016; GUO et
al., 2016).

As células foram cultivadas em meio de cultura RPMI (Roswell Park Memorial
Institute médium) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB), além de penicilina
(50 U/mL) e estreptomicina (50 ug/mL) ¢ ao atingirem 2 ou 3 passagens foram plaqueadas
e usadas nos experimentos.

Para verificarmos se os metabdlitos do Trp sdo capazes de induzir uma alteracao
metabolica em células normais, tambem utilizamos uma célula ndo transformada, com
baixa taxa de proliferacdo, que foram melandcitos priméarios. Os melandcitos foram
isolados de preplcio de doadores submetidos a cirurgia de postectomia, frente a
concessdo livre e esclarecida destes. O procedimento cirdrgico foi realizado no Hospital
Universitario da Universidade de Sdo Paulo (HU-USP) sob responsabilidade de L.
Maximiano (Comité de Etica em Pesquisa — CEP-HU-USP numero 943/09). O
isolamento das células da pele a partir de prepucio foi realizado em colabora¢do com o
Laboratorio de Citologia Clinica coordenado pela Profa. Dra. Silvya Stuchi Maria-Engler.
Todos os doadores assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), ja
utilizado pelo grupo de pesquisa da Profa. Silvya Stuchi. Esclarecemos que o presente
estudo foi enviado ao Hospital Universitario para que seja alocado como adendo-
participante das questfes éticas do Comité ja aprovado para as pesquisas do grupo da

Profa. Dra. Silvya Stuchi.

Os prepucios foram lavados, esterilizados e as camadas da pele foram separadas
por incubacdo com dispase (Roche). A epiderme foi desmembrada da derme para o
isolamento de queratindcitos e melandcitos com uso de tripsina. A derme foi digerida
com colagenase tipo | para isolamento dos fibroblastos. Por fim os melandcitos foram
cultivados em meio 254CF e suplementados com kit de crescimento para melanocitos
SKU (ambos da Cascade Biologics). Essas células foram utilizadas nos experimentos

com as passagens entre 4 e 5.
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3.1.2. Tratamento das células
Para as analises de via glicolitica e ciclo de Krebs, utilizamos alguns dos principais
metabdlitos do Trp (KYN, AA, KA, XA, NA, QA, SER) na concentracdo de 100 uM e
(MLT e TRY) na concentracdo de 50 puM.
Para a analise do metabolismo do Trp, utilizamos lactato, piruvato, succinato e
fumarato na concentracdo de 2,5 mM.
Todas as analises foram feitas 24 horas ap0s os tratamentos (foi sinalizado quando

outro tempo foi utilizado).

3.1.3. Contagem de células

As células (1x10°) foram plaqueadas em seus respectivos meios de cultura e foram
tratadas com as concentracdes citadas acima desses metabolitos. Apds 24, 48 e 72 horas
as celulas foram tripsinizadas, lavadas com PBS e foi feita a contagem celular utilizando

o0 corante azul de trypan em camera de Neubauer.

3.2. Viabilidade celular por citometria de fluxo

Afim de definir concentracdes ndo citotoxicas de metabolitos do Trp, lactato,
piruvato, succinato e fumarato, foram plaqueadas 1x10° células em seus respectivos meios
de cultura e foram tratadas com as concentracdes citadas acima desses metabolitos. Apos
24 horas as células foram lavadas 2 vezes com PBS e em seguida tripsinizadas e incubadas
com anexina V (invitrogem) conjugada com APC e com lodeto de Propidio (PI). A
viabilidade das células foi analisada por citometria de fluxo (FACS Calibur; Becton-
Dickinson), onde foi medido apoptose e necrose. A porcentagem de células em processo

de necrose e apoptose foi analisada utilizando o software FlowJo.

3.3. Analise do consumo de glicose
A taxa de consumo de glicose das células foi verificada através do uso do kit
Glicose Liquiform ® (Labtest, Brasil). O ensaio se baseia no sistema enzimatico glicose

oxidase/peroxidase com posterior leitura espectrofotométrica (3 = 540 nm).

3.4. Atividade de cadeia respiratoria mitocondrial através do ensaio de MTT
O sal tetrazdlico MTT € reduzido a formazam pela enzima succinato
desidrogenase mitocondrial, que esta ativa em células com a cadeia respiratoria intacta.

A guantidade de formazam produzido é proporcional a atividade da mitocondria, sendo
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quantificado por leitura espectrofotométrica. Para isso, as células foram plaqueadas e
tratadas com as concentragdes ndo citotdxicas de metabolitos do Trp e apds 24 horas
foram lavadas 2 vezes com PBS e foram incubadas com uma solugdo de 5mg/ml de MTT
durante 3 horas permitindo a formacdo do formazan (precipitado), em seguida foi

dissolvido em DMSO e foi feito a leitura. A absorbancia foi lida em 570 nm.

3.5. Analise da via glicolitica e ciclo de Krebs

As células (1x10°) foram tratadas com os metabdlitos do Trp e ap6s 24 horas, 0
meio de cultura foi removido e a camada celular foi cuidadosamente lavada com PBS.
Em seguida, as células foram ressuspendidas em 100 puL do tampao de ressuspensao
(acetonitrila : acetato de amdnio 5 mM - 9:1 pH 8,5). Acido benzoico (0.01 pg/uL) e
benzamida (0.001 pg/uL) foram adicionados como padrdo interno e entdo as amostras
foram armazenadas no freezer — 80°C por 24 horas. Em seguida, foi adicionado 385 pL
da solucao de extragdo (40 % acetonitrila, 40% metanol e 20% agua) e 15 puL do padrao
interno ([*3C10'°Ns] ATP, 500 pmol). As placas foram centrifugadas a 20.000 g, aliquotas
de 450 pL foram transferidas para microtubos e as amostras foram armazenadas a -20°C.
Na hora da analise, as amostras foram secas a vacuo, ressuspendidas em 30 uL de adgua
grau HPLC e centrifugadas por 5 minutos a 16.000 g. Dessa solucéo, 6 L. foram injetados
em cromatografia liquida de alta performance acoplado ao sistema de espectrometria de
massa em tandem e ionizacdo por electrospay (HPLC-ESI-MS/MS).

Para malato, citrato, piruvato, lactato, aspartato, argininosuccinato, asparagina,
arginina, fumarato, succinato, 2-L-hidroxiglutarato, glutamina e glutamato, o &cido
benzoico foi utilizado como padréo interno. Para AMP, ADP e ATP, [**C10°Ns] ATP foi
usado como padrdo interno. Para esses metabdlitos foi utilizado o modo negativo de
ionizacdo por electrospray (ESI-, [M-H]"). Para nicotinamida adenina dinucledtido
(NAD+), nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADP+), nicotinamida adenina
dinucleétido (NADH), adenosina, nicotinamida e nicotinamida mononucleotideo, a
benzamida foi utilizada como padrdo interno no modo positivo de ionizagdo (ESI™,
[M+H]").

Curvas padroes foram preparadas e wusadas para encontrar condic¢oes
cromatograficas otimizadas: coluna Luna Omega PS C18 (150 x 2.1 mm i.d., 5.0 pum,
100A Phenomenex) com uma pré coluna C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA)
eluidas em gradiente contendo uma solugdo com 0,1% de &cido férmico em &gua (Solucéo

A) e 40% de acetonitrila em tampdo de acetato de aménio 10 mM (Solucéo B). As anélises
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foram realizadas a partir do software Analyst e os dados foram coletados a partir do modo
MRM (Multiple Reaction Monitoring).

3.6. Atividade maxima de enzimas metabdlicas

As células tratadas foram homogeneizadas em tampdo de extracdo (pH 7,4)
contendo: 50 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA, coquetel de inibidor de proteases e Triton
X-100 1%. A atividade méaxima das enzimas hexoquinase (HK), Glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH), fosfofrutoquinase 1 (PFK1), piruvato quinase (PK), citrato
sintase (CS) e lactato desidrogenase (LDH) foram determinadas a 25°C utilizando
espectrofotbmetro SpectraMax Plus.

A atividade maxima da HK (EC 2.7.1.1) foi determinada utilizando o tampéo de
ensaio composto por 75mM Tris-HCI, 7,5mM MgCI2, 0,8mM EDTA, 1,5mM KCI, 4mM
R-mercaptoetanol, 0,05% Triton X 100, 0,4mM NADP™, 2,5mM ATP, 1,4 U glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PDH) e o homogeneizado. A reacdo foi iniciada com a adicao
de 1mM de glicose e as absorbancias foram lidas em placas UV a 340nm (CRABTREE
etal., 1972).

A atividade médxima de G6PDH (EC 1.1.1.49) foi determinada utilizando o
tampdo de ensaio constituido de 86mM de cloridrato de trietanolamina, 6,9mM MgClo,
0,4AmM NADP*, 1,2mM glicose-6-fosfato, 0.05% Triton X-100 e 1,2 unidades de
fosfogluconato desidrogenase e 0 homogeneizado. A reacéo foi iniciada com a adicéo de
glicose-6-fosfato e as absorbancias foram lidas em placas UV a 340nm.

A atividade méxima da PFK1 (EC 2.7.1.56) foi determinada numa reacdo que
constituiu de 50mM Tris-HCI, 2mM MgSO4, 5mM KCl, 0,05% Triton x 100, 2U LDH,
4U PK, 1ImM ATP, 0,2mM NADH, 2mM PEP e 0 homogeneizado. A reacéo foi iniciada
com adicdo de 3mM de frutose-6-fosfato (F6P) e também foi avaliada em placa UV a
340nm (HENGARTNER; HARRIS, 1975).

A atividade de PK (EC 2.7.1.40), foi feita numa reacdo que constituiu 100mM
KH2PO4, 10mM MgCl2, 80mM KCI, 0,05% Triton x 100, 9 U LDH, 0,17mM NADH e
5mM ADP. A adic¢do do homogeneizado e de 2mM de PEP iniciou a reagdo. As leituras
das absorbéancias foram realizadas a 340nm em placa UV de 96 pocos (ZAMMIT et al,
1978).

A atividade maxima da CS (EC 4.1.3.7) foi determinada em tampéo de ensaio (pH
8,1) constituido de 100mM de Tris-HCI, ImM EDTA, 0,2mM &cido ditio-nitrobenzoico
(DTNB), 0,1mM acetil-CoA, Triton X-100 0,05% (v/v) e 0 homogeneizado. A reacao
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foi iniciada com a adi¢do de 1mM de oxaloacetato e as absorbancias lidas a 412 nm (ALP
et al, 1976).

A atividade da LDH (EC 1.1.1.27), foi determinada utilizando kit comercial
especifico (LDH liquiform, Labtest, Belo Horizonte, MG, BR, codigo 86).

Os resultados das atividades enzimaticas, exceto LDH, foram expressos como
pumol/min por miligrama de proteina. O resultado da atividade da LDH foi expresso em

unidade (U) por miligrama de proteina.

3.7. Determinacéo da concentracao de lactato

A determinacdo de lactato foi feita no sobrenadante e também no pellet de células
seguindo as instrucdes do fabricante (Lactato enzimatico, Labtest, Belo Horizonte, MG,
BR, codigo 138). As absorbancias foram lidas utilizando placa de 96 pogos em
espectrofotobmetro SpectraMax Plus a 340 nm. Os valores foram expressos como

miligrama de lactato por miligrama de proteina.
3.8. Determinacao de proteinas

A determinacdo da concentracdo de proteinas em cada amostra foi realizada
utilizando o método de Bradford (1976) com o monitoramento da absorbancia do
complexo formado em 595 nm. A concentracdo foi determinada pela comparagdo com

uma curva padréao de albumina de soro bovino.
3.9. Analise mitocondrial por Seahorse (cell mito stress test assay)

ApOs 24h de tratamento com KYN, SER e AA, o sobrenadante das células (1x10%)
foi removido e as células foram lavadas 2 vezes com 500 puL do meio de ensaio pré-
aquecido (RPMI sem bicarbonato de sddio e soro fetal bovino - pH 7,4 para os melanomas
e meio 254CF para os melandcitos) e entdo, 400 uL do meio de ensaio foi adicionado. As
células foram incubadas por 1 hora numa estufa sem CO.a 37°C por 1 hora. Os estimulos
pré-aquecidos (oligomicina, FCCP e rotenona + antimicina A) foram carregadas nas
portas A, B e C no cartucho do injetor respectivamente. As concentracGes finais das
injecdes foram: 1 uM de oligomicina, 0,5 uM de FCCP e 2,5 uM de rotenona + antimicina
A. O cartucho foi calibrado pelo analisador XF24 (Seahorse Bioscience, Billerica, MA,
EUA). A taxa de consumo de oxigénio (OCR) e a taxa de acidificacdo extracelular
(ECAR) foram detectadas em condicOes basais, seguidas pela adicdo sequencial de

oligomicina, FCCP, bem como rotenona + antimicina A. Essas adi¢des permitiram a
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dosagem do vazamento de prétons, respiracdo maxima, capacidade respiratoria de

reserva, respiracdo nao mitocondrial e produgéo de ATP.
3.10. Ensaio de formagcéo de colénias em Soft Agar

O meio RPMI e a agarose a 1,2% de baixo ponto de fuséo foram cuidadosamente
misturados e colocados no fundo de placas de 6 pocos, e entdo, as placas foram mantidas
em temperatura ambiente para solidificagdo. Em seguida, as células 2 x 10* (cél/pogo),
tratadas previamente com KYN, AA e SER foram misturadas numa solugéo contendo
0,7% de agarose e transferidas para os pocos das placas ja revestidos com agarose. As
placas foram mantidas a temperatura ambiente por 15 minutos para solidificacdo. Entdo,
as placas foram incubadas numa estufa contendo 5% de CO; a 37°C por 10 dias. Por fim,
as colonias foram contadas e fotografadas usando um microscopio, e em seguida, as
colonias foram coradas com o marcador fluorescente 4', 6'-diamino-2-phenylindole
(DAPI) por 18 horas e a leitura foi feita em espectrofotdometro (Biotek-Synergy HT) a A
exc 363 e 448.

3.11. Anélise do metabolismo do Trp

As células (1x10°) foram tratadas com lactato, fumarato e succinato e apds 24
horas, 500 pL do sobrenadante foi retirado para analise dos metabdlitos do Trp. Para isso,
0 sobrenadante foi incubado com 1000 pL da solugdo de extracdo (metanol:acetona 1:1
+ 0,1% de acido acético) e com 10 pL da solugdo mix de padrado interno (MLT-D4 e
Trp-D5), e entdo, as amostras foram homogeneizadas com vértex por um minuto e
incubadas por 30 minutos a -20°C para a precipitagdo de proteinas. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 14.000g por 10 minutos a 4°C e 1.300 uL sobrenadante
foi transferido para um novo tubo e foi seco a vacuo. Apos a secagem, as amostras foram
ressuspendidas em 100 uL da solugdo de ressuspensao (agua:metanol 1:1) e 5 pL de
amostra foi injetado num fluxo de 200 uL/min no LC-MS/MS (LC 1250 Bin Pump VL e
1260 HiP ALS acoplado a um espectrofotometro de massa do tipo triplo quadrupolo 6460
((Agilent Technologies, CA, USA)). A linearidade foi verificada por analise de regressao
e a fonte de iéns de electrospray foi operada no modo positive (ESI*, [M+H]"). As
andlises foram realizadas a partir do software MassHunter Quantitative Analysis (Agilent
Technologies) e os dados foram coletados a partir do modo MRM (Multiple Reaction

Monitoring). Foi utilizado uma coluna Luna C18 (150 mm x 2 mm, 3 um) de fase reversa
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para a separagdo. A cromatografia foi realizada através de um gradiente de eluigdo
composto por agua, 0,5% de acido férmico e 2 mM de formiato de aménio numa mistura

de acetonitrila : agua (9:1) (ajustado com 0,5% de acido férmico).

3.12. Anélise Estatistica

O software utilizado para a andlise estatistica foi o GraphPad Prism 5. Os testes
utilizados foram ANOVA One e Two Way com pos-teste de Tukey e, quando necessério,

foi aplicado o Teste T.
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4. Resultados e Discussao

Os resultados e discussbes apresentados nessa tese foram dividimos em dois

capitulos, a seguir, apresentamos a capitulo I.

4.1. Capitulo I: Integracao do metabolismo do Trp e do metabolismo energético em

melanomas
4.1.1. Resultados

Para verificar possiveis interacdes entre 0 metabolismo do Trp e o metabolismo
energético, adicionamos metabolitos do Trp na linhagem de melanoma humano
metastatico A375. Os metabdlitos KYN, AA, KA, XA, NA, QA e SER na concentracdo
de 100puM e MLT e TRY na concentragdo de 50 M ndo foram tdxicos as células pois nao
levaram a morte celular apds analise por citometria de fluxo em 24 horas (Tabela 1). O
consumo de glicose do meio de cultura foi medido pelo kit Glucose Liquiform® apds 24
horas. As celulas de melanoma consumiram mais de 100 mg/dL e os metabdlitos do Trp
n&o alteraram o consumo de glicose, com exceg¢ao da serotonina, que diminuiu 0 consumo
de glicose cerca de 20% (Tabela 1). E, no ensaio de MTT, usado para analisar a atividade
mitocondrial, a producdo de formazan foi menor quando tratamos as células com KA e
SER (Tabela 1).

Viabilidade Celular Consumo de Glicose Reducdo do MTT
(%) (mg/dL) (%)
A3T75 91.59 + 2.39 113.67 +4.11 98.33 +1.25
TKYN 91.90 + 0.53 118.67 + 2.62 98.44 £2.21
+AA 87.83 +2.08 112.67 £5.91 95.73 +1.56
KA 92.50 + 0.44 109.00 + 0.47 81.47 £2.22 ***
XA 90.97 + 1.76 115.00 + 0.94 99.76 + 1.37
+QA 91.23+1.95 116.00 + 3.40 96.67 +2.19
+NA 91.27 +0.65 109.67 + 4.64 95.74£1.93
+SER 92.20 + 0.61 91.00 + 1.89 *** 84.17 + 1.63 ***
+*MLT 92.37 +0.29 123.00 + 1.70 96.31+3.20
+TRY 92.77 £1.02 112.33 £ 2.16 91.67+251
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Tabela 1: Viabilidade Celular por citometria de fluxo, consumo de glicose e ensaio
de MTT em células A375 (1x10° células/pogo) apos 24 horas na presenca de KYN, AA,
KA, XA, QA, NA, SER (100 puM) e MLT e TRY (50 uM). Os dados representam média

* desvio padrdo. n=3. *** p <0.001 comparado ao controle.

A tabela 2 mostra os efeitos de KYN, AA, KA, XA, QA, NA, SER, MLT e TRY
apos 24 horas nos produtos finais da glicolise, intermediarios do ciclo de Krebs, alguns
aminoacidos e moléculas de alta energia no metabolismo, como NADH, ADP e ATP,
medido por espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida (HPLC-MS / MS).
Os gréaficos completos desses resultados encontram-se no material suplementar dessa
tese.
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uM A375 | +KYN | +AA | +KA | +XA | +QA | +NA | +SER | +MLT | 4TRY
| actato 489 | 313 2% s | 3014 | 200 | 25801 208 3300 | 3307
+155 | +497 | 4 £133 | 385 | 499 | T2 073 | y344 | x6.14
Piravat 0.55 052 | 058 | 066 | 054 | 058 | 064 | 046 051 0.49
iruvato +007 | +012 | +004 | +005 | +002 | +009 | +008 | +0.05 | +004 | +0.02
1787 | 1685 | 19.40 1879 | 1575 | 1645 | 16.75
: 2360 | 2056 21.63
Citrato Slss | sigs | 000 | ®338 | x037 | U x281 | :13 | :134 | £153
783 | 912 763 0.95
. 5.52 964 | 652 6.30 421 3.0
Succinato +028 | 054 | 2096 | ioqy | uqg | £029 | iygg | 2052 0 957 | 1012
409 | 462 | 427 | 388 101 3.30
2.88 312 | 353 2.42
Fumarato Joto | 040 | x045 | 025 | x04s | 0% | BP0 w027 | x012 | AR
5090 | 6155 | 7165 | 4946 | 4949 | 4538 | 22.00
35.22 4239 | 3367
Malato £785 | +062 | +340 | 757 | £222 | 496 | +102
£2.73 A 06 34 5 2. " 5 £840 | +6.22
1864 | 2022 | 1882 1247 | 595 6.95
10.70 11.92 | 14.49 11.64
2-HG roqp | (L3 | £358 | x200 | LR | D00 | s069 | 2078 | ono | 158
0.32 139
: 0.21 0.27 032 | 026 | 023 | 028 0.20 0.15
A.Succinato | yo41 | +o15 | 906 | Lo0g | +005 | +006 | +012 | 030 | ioo04 | 004
Arginin 4502 | 4740 | 4372 | 5128 | 3672 | 020 | esso | 19230 53 | 1OLTE
9 £520 | +444 | 536 | +1378 | +143 | 240 | y471g | *SLI3 1 iigge | 2T
2.43
, 135 178 | 206 | 295 | 224 | 171 | 227 2.65 0.95
Glutamina | [o9g | 1039 | +074 | +149 | +066 | 077 | +118 | %% | 1083 | +026
11776 | 139.83 11379 | 15706 | 14852 | 10451
63.78 150.18 11203 | 6512
Glutamato | JJ75 | 372 | 2440 | [po | #8902 | £2768 | 1667 | 443 | ol | ol
9.52 1360 | 1532 | 1171 | 831
438 703 | 1393 6.26 2.70
Aspartato | Joen | #0853 | [V | fae | £066 | k205 | x034 | x0e0 | R AT
684 | 367 2.86 277 3.39
Asparagina | ol | AT xieo | xosr | MBS 24200 hoss | M9 s024 | xom
NAD 7318 | 6836 | 7029 | 6667 | 6760 | 7.L05 | 6816 | 5884 | 7982 | 7267
£502 | +541 | +953 | +499 | +295 | 397 | 392 | +809 | £1323 | +3.49
0.78 355
149 146 | 161 | 143 | 181 | 110 1.09 3.15
NADH £005 | 003 | 1035 | +053 | +054 | 078 | +021 | +031 | +297 | 989
. 6o1 | 482 | 450 | 567 | 503 | 461 | 307 4.24 402
NADP ' : £093 | +086 | 030 | 073 | 037 | +0.68 | *040 | +0.10
35.16 14.63
. 2452 | 2440 | 3455 | 2577 | 1833 3017 | 1764 | 28.5
Adenosina | .17 | 1446 | +607 | +394 | 361 | 44 | 642 | so7s | x105 | *LO0
NMN 0.95 086 | 080 | 080 | 066 | 097 | 094 | 065 113 1.04
£016 | +022 | +004 | +017 | +015 | +03 | +0.17 | +009% | +017 | +0.4
190 272 | 662 | 410 | ... | 559 | 65 | 316 9.59 6.58
AMP oo | 025 | %150 | x106 | oY | £166 | £092 | 088 | 147 | +0S0
l6gs | 2072 | 2029 | 2693 | ..o | 3015 | 3285 | 1936 | 3358 | 3103
ADP ' £129 | 204 | +032 ' £140 | +240 | 052 | +526 | 137
ATP 8486 | 8L02 | 7729 | 8285 | 8500 | 87.65 | 8959 | 7245 | 8711 | 86.97
£560 | +135 | +380 | +461 | +143 | +407 | +266 | +4.62 | +505 | +7.63
62.97 21.06
7165 | 7023 | 4893 | 4445 | 5406 | 4453 5643 | 4220
NAD/NADH | . 5101 | +2383 | +533 | +1437 | +2702 | +1862 | 874 | +1393 | +3565 | *466
0.26 0.39 0.36
0.20 031 | 033 | o021 | 027 | 037 | o027
ADPIATP | 002 | %001 | ;014 | +002 | 001 | 012 | +003 | +o0o03 | 008 | 002

Tabela 2: Concentracéo intracelular dos intermediarios do metabolismo energeético
em células A375 dosados por LCMS. (1x10° células/pogo) tratadas com KYN, AA,
KA, XA, NA, QA e SER (100uM) e MLT e TRY (50uM) por 24 horas. Os dados
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representam media £ desvio padrdo. (n= 2-3) *** p <0.001, ** p <0.01 e * p <0.05

comparado ao controle. Os resultados estatisticamente significativos estdo em negrito.

De maneira geral, a presenca dos metabdlitos do Trp levou a modificacbes no
metabolismo energético que se encaixa em dois perfis mais prevalentes. Um desses perfis
é desencadeado por KYN e seus produtos subsequentes, especialmente AA, enquanto o
outro é composto por metabdlitos da via serotoninérgica. A figura 3 mostra os dados da
Tabela 2 para KYN, AA e SER e mostra mais claramente esses dois perfis. A adicdo de
KYN nos melanomas A375 levou ao aumento da concentracdo dos metabdlitos do ciclo
de Krebs (succinato, fumarato e malato), e também aumentou glutamato, aspartato e o
oncometabolito 2-HG, além disso, a adicdo de KYN aumentou a razdo ADP/ATP e
diminuiu NADH. Os resultados para AA foram semelhantes a KYN. Os efeitos
observados apds a adicao de SER foram diferentes. SER levou a diminuicao de lactato,
citrato, succinato, fumarato, malato, 2-HG e aumentou argininosuccinato, arginina,
glutamina, glutamato, aspartato, ADP e AMP, além de diminuir a concentracdo de NAD,
adenosina e NMN (figura 3).
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Figura 3: Concentracdo intracelular dos intermediarios do metabolismo energético
em células A375 dosados por LCMS. (1x10° células/poco) tratadas com KYN, AA e
SER (100uM) por 24 horas. Os dados representam média + desvio padrdo. (n=2-3). ***
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p <0.001, ** p <0.01 e * p <0.05 comparado ao controle. As barras brancas representam

0s controles e as barras pretas representam as condicdes tratadas com KYN, AA e SER.

Todos os experimentos a seguir foram realizados com esses trés metabolitos:
KYN, AA e SER. A atividade de algumas das principais enzimas que definem o curso da
via metabdlica, que sdo G6PDH, HK, PFK, PK, CS e LDH, ndo apresentou alteracdes
significativas, exceto por um efeito moderado de AA sobre a atividade da enzima citrato

sintase, responsavel por catalisar a primeira reacdo do ciclo de Krebs (Figura 4).
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Figura 4: Atividade de G6PDH, HK, PFK, PK, CS e LDH medida em células A375
(1x108 células/poco) tratadas com KYN, AA e SER (100 puM) por 24 horas. Os dados
foram normalizados por miligrama de proteina e representam média + desvio padrdo. n=6.

* p <0.05 comparado ao controle.

O Seahorse Bioanalyzer (cell mito stress test) foi usado foi usado para medir as
taxas de consumo basal de oxigénio (OCR) e acidificacdo extracelular (ECAR). No
melanoma A375, a adicdo de KYN e SER causou efeitos opostos no OCR e no ECAR.
KYN aumentou, AA néo interferiu e SER diminuiu esses parametros. A administracao
sequencial de inibidores do complexo da cadeia de transporte de elétrons (ETC) durante
este experimento permite a avaliacdo em tempo real de diferentes pardmetros associados
a respiragdo mitocondrial. A oligomicina (inibidor do complexo V) determina a
quantidade de producdo de ATP conectada a respiracdo e 0 vazamento de protons, o
FCCP (carbonil cianeto-4- (trifluorometoxi) fenil-hidrazona, desacoplador mitocondrial)
permite a medicdo da capacidade respiratoria maxima, enquanto uma combinacdo de

rotenona (inibidor do complexo I) e antimicina A (inibidor do complexo I11) determinam
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a capacidade respiratoria reservada e o consumo de oxigénio ndo mitocondrial. KYN
causou um aumento na maioria desses parametros, AA néo se alterou e SER, por outro
lado, diminuiu a respiracdo maxima e a capacidade de reserva respiratoria (Figura 5).
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Figura 5: Consumo basal de oxigénio (OCR) e acidificacdo extracelular (ECAR)
mensurados em células A375 através do Seahorse (cell mito stress test assay). (1x10*
células/pogo) tratadas com KYN, AA e SER (100 puM) por 24 horas. Os dados
representam média + desvio padréo. n=3. *** p <0.001, ** p <0.01 e * p <0.05 comparado

ao controle.

O efeito de KYN, AA e SER na proliferacéo celular foi medido em um ensaio de
crescimento celular independente de ancoragem. Esse ensaio mede a capacidade das
células tumorais de crescerem independentemente de uma superficie sélida, e €
considerado um hallmark do céncer (FENG et al., 2017). Por meio desse ensaio,
observamos que KYN e AA aumentaram a capacidade do A375 de formar coldnias
mesmo em meio semissolido e que SER diminuiu essa capacidade (Figura 6A-B). O

mesmo foi observado para a contagem de células, KYN e AA aumentaram a proliferacao
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apos todos os tempos testados, enquanto a SER diminuiu a proliferacdo em 48 e 72 horas
(Figura 6C).
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Figura 6: Analise da proliferacéo celular. (A-B) Crescimento celular independente de
ancoragem através do ensaio de formacao de colonias em Soft-Agar (2x10* células/poco)
ap0os10 dias de tratamento e (C) Numero de células através de contagem com Azul de
Trypan (1x10° células/pogo) apos 24, 48 e 72 horas do tratamento medidos em células de
melanoma A375 tratadas com KYN, AA e SER (100 uM). Os dados representam média
* desvio padréo. n=5. *** p <0.001, ** p <0.01 e * p <0.05 comparado ao controle; ###
<0.001 comparado a KYN.

Por fim, testamos o efeito de alguns metabolitos do metabolismo energético, como
lactato, piruvato, fumarato e succinato, sobre o consumo basal de Trp e producédo de seus
principais metabolitos. As concentracBes utilizadas ndo foram toxicas para as células
(Figura 7) e diferentemente das alteracGes significativas produzidas pelos metabolitos do
Trp sobre intermediarios da glicélise e intermediarios do ciclo do TCA, praticamente

nenhuma alteracdo foi causada pelo fumarato, lactato, piruvato e succinato na
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concentracdo dos metabolitos do Trp: KYN, AA, KA, XA, QA, NA, MLT, HIAA, TRY
e IAA, exceto por pequenas modificagfes causadas por piruvato e succinato no consumo
de Trp (respectivamente 25 e 10%) (Figura 8) e por lactato no consumo de SER (10%)

(Figura 9).
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Figura 7: Viabilidade Celular por citometria de fluxo em células A375. (1x10°
células/poco) apds 24 horas na presenca de lactato, piruvato, succinato e fumarato (2,5

mM). Os dados representam média + desvio padrdo. n=3.
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Figura 8: Concentracédo dos metabolitos extracelulares do Trp (via KYN) dosados
por LCMS em células A375 (1x10° células/pogo) tratadas com fumarato lactato, piruvato
e succinato (2,5 mM) por 24 horas. Os dados representam média + desvio padrdo. n=3.
*** p <0.001 e * p <0.05 comparado ao controle. As linhas vermelhas no grafico

representam a concentracdo do metabdlito presente no meio de cultura.
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Figura 9: Concentracao dos metabdlitos extracelulares do Trp (via SER) em células
A375 (1x10° células/pogo) tratadas com fumarato lactato, piruvato e succinato (2,5 mM)
por 24 horas. Os dados representam média + desvio padrdo. n=3. * p <0.05 comparado
ao controle. As linhas vermelhas no grafico representam a concentracdo do metabolito

presente no meio de cultura.
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Figura 10: Concentracdo dos metabdlitos extracelulares do Trp (via TRY) dosados
por LCMS em células A375 (1x10° células/pogo) tratadas com fumarato lactato, piruvato
e succinato (2,5 mM) por 24 horas. Os dados representam média * desvio padrdo. n=3.
As linhas vermelhas no gréafico representam a concentracdo do metabdlito presente no

meio de cultura.
4.1.2. Discussao

A reprogramacdo metabdlica é considera um hallmark do cancer, sendo uma
maneira de fornecer moléculas para a producdo de energia e sustentar a proliferacao
tumoral (COSTA e FREZZA, 2017) e por isso, 0 metabolismo tem sido alvo para novos
tratamentos antitumorais (LUENGO et al., 2017). Nesse capitulo, nosso principal
objetivo, foi avaliar se o metabolismo energético de células tumorais é afetado por
metabolitos produzidos pelas vias de metabolizagdo do Trp.

Como ja descrito anteriormente, o Trp é metabolizado por trés vias diferentes. A
principal é a via KYN, associada a imunomodulacdo e ao imuno escape tumoral
(HORNYAK et al., 2018). A segunda rota, é a via SER, que produz principalmente SER
e MLT, metabdlitos que possuem muitos efeitos biologicos e por fim, a via das aminas
traco (via TRY), que produz TRY e outras substancias neuroativas (BADAWY, 2019).

Ao analisarmos algumas possibilidades de como esses metabdlitos podem afetar o
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metabolismo energético, identificamos uma possivel integracdo entre essas vias, que

podem atualizar o papel do metabolismo de Trp na progresséo do cancer.

4.1.2.1. KYN potencializa alteracdes metabolicas que estao associadas a producao

de oncometabolitos e progressao tumoral

Ao tratarmos as células de melanoma com KYN, observamos que esse metabdlito
modifica a concentracdo da maioria dos compostos do ciclo de Krebs, por exemplo,
observamos que KYN aumentou a concentragcdo de succinato, fumarato, malato, 2HG,
glutamato e aspartato, além disso, levou a diminuicdo de NADH e aumento de AMP e
ADP.

O acumulo de succinato e fumarato nos tumores se da pela perda da atividade das
enzimas succinato desidrogenase (SDH) e fumarase (FH), respectivamente (SULLIVAN
et al., 2016). O acumulo desses metabdlitos faz com que eles sejam considerados onco-
metabolitos, pois tanto o succinato como o fumarato séo estruturalmente semelhante ao
alfa-cetoglutarato (a-KG), e podem inibir competitivamente as dioxigenases dependentes
de a-KG que estdo envolvidas na regulacdo epigenética, e também estdo envolvidos na
ativacdo da sinalizagdo hipoxica, (XIAO et al., 2012), pois os tumores deficiente de SDH
e FH mostram estabilizacdo dos fatores induzidos por hipdxia (HIF) mesmo na presenga
de oxigénio (POLLARD et al., 2005).

O 2-HG foi o primeiro composto descrito como oncometabdlito (COLLINS et al.,
2017), e nds observamos que ap6s adicdo de KYN, a concentracdo de 2-HG dobrou em
células de melanoma. Os efeitos epigenéticos gerados por 2-HG podem promover a
expressao de genes semelhantes a células-tronco e ativar a sinalizagdo para o crescimento
celular descontrolado (WANG et al., 2013). O aumento de 2-HG estd associado a
proliferacdo tumoral, invasdo, metastase, agressividade e resisténcia ao tratamento
(PERSI et al., 2018). No cancer, 2-HG é produzido por (i) enzimas mutadas IDH1 e IDH2
e, assim como succinato e fumarato, 2-HG € estruturalmente semelhante a a-KG e,
portanto, inibe competitivamente enzimas dependentes de a-KG (SULLIVAN et al.,
2016); (ii) a acidificagdo no microambiente tumoral (INTLEKOFER et al., 2017), ou (iii)
a ativacdo de MYC, um dos genes mais comumente superexpressos em tumores humanos
(TERUMUNA et al., 2014).

NoOs observamos o aumento da acidificacdo do meio de cultura dos melanomas

apos adicdo de KYN, o que pode explicar o aumento observado na concentracéo de 2-
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HG. Além disso, as células de melanoma A375 expressam MYC (LIN et al., 2017) e,
recentemente, foi mostrado que MYC aumenta as concentragdes intracelulares de Trp e
seus metabolitos da via KYN, além de induzir a expressdo dos transportadores de Trp
(SLC7A5 e SLC1AD5) no cancer colorretal (VENKATESWARAN et al., 2019). MYC
também esté associado ao aumento da glutamindlise (SCHULZE e HARRIS, 2012), o
que pode explicar o aumento da concentracdo de glutamato causado por KYN e seus
metabdlitos subsequentes.

A glutamina é o substrato anaplerotico preferido de células tumorais e estas
utilizam o glutamato como substrato gerador de energia (DEBERARDINIS et al., 2007),
inclusive, a inibicdo do metabolismo da glutamina tem se mostrado um alvo
farmacoldgico benéfico para o tratamento do cancer (ALTMAN et al., 2016). O aumento
da concentracdo de glutamato apds a adicdo de KYN é um achado interessante, fato que
pode potencializar o metabolismo das células tumorais, favorecendo a progressao
tumoral. O mesmo raciocinio pode ser Gtil para o acimulo de aspartato observado em
melanomas apo6s a adicdo de KYN. A concentracdo aumentada de aspartato é usada para
a biossintese de nucleotideos, apoiando a proliferacdo celular (RABINOVICH et al.,
2015).

A presenca de IDO, enzima que catalisa a etapa limitante da metabolizacdo do Trp
pela via KYN, em tumores e em células imunoldgicas do microambiente tumoral, é um
marcador da maioria dos tipos de tumores (VENANCIO et al., 2019). A presencade KYN
no plasma estd associada ao risco de cancer (CHUANG et al., 2014) e também a
malignidade (FERNS et al., 2015). Os nossos dados identificaram uma integracao
bioguimica entre 0 metabolismo do Trp e o metabolismo energético nunca descrita
anteriormente, e parece notavel a importdncia da reprogramacdo metabdlica e da
producdo de KYN para a progressdo e agressividade do tumor. KYN afeta
significativamente o metabolismo energético, exacerbando o fenétipo metabdlico do

tumor.

4.1.2.2. Os produtos subsequentes da via KYN tém efeitos semelhantes aos de KYN

no metabolismo energético e alguns outros efeitos pontuais

De maneira geral, os metabolitos da via KYN tiveram efeitos semelhantes a
prépria KYN. Todos, ou quase todos, os metabdlitos testados da via KYN levaram ao

aumento de succinato, fumarato, malato, 2HG, glutamato, aspartato-asparagina, AMP e
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ADP. E tambem, levaram a diminuicdo do citrato e do NADP. A diminui¢do da
concentracdo de citrato também est4 associada ao fenotipo tumoral, devido ao uso de
citrato e acetil-CoA para sintetizar lipidios necessarios para a tumorigénese (MULLEN
etal., 2012).

Os metabolitos AA, KA e NA tiveram efeitos especificos e pontuais sobre o
metabolismo energético, como por exemplo, o aumento da concentragdo de asparagina
(Tabela 2). O aumento da asparagina também est& associado ao fen6tipo tumoral, pois
esse metabolito é essencial para prevenir a apoptose de células tumorais e a expresséo da
enzima asparagina sintase, esta clinicamente relacionada com a progressdo e ao mal
prognostico de pacientes com cancer (ZHANG et al., 2014). Além disso, QA aumentou
a concentracgdo de arginina e AA aumentou a concentragdo de argininosuccinato. A L-
arginina € o unico precursor do oxido nitrico (NO) associado a iniciacdo, promocéo e
progressdo do tumor (RIZI et al., 2017) e o aumento de argininosuccinato pode estar
associado ao acimulo de fumarato e efeitos no fluxo do ciclo da ureia (ADAM et al.,
2013).

Apesar de KYN ser o metabdlito mais abundante, os outros metabdlitos da via
KYN ja foram detectados em linhagens tumorais (CLARA et al., 2015; BRAGA, 2017),
culturas de células imunolégicas (MORENO et al., 2013) e em céncer colorretal e de
mama (PUCCETTI et al., 2015), cancer de pulméo (SUZUKI et al., 2010) e glioblastoma
(KESARWANI et al., 2018; HENG et al., 2016), sugerindo que eles fazem parte das

moléculas ativas que comp&em o microambiente tumoral.

4.1.2.3. Metabdlitos das vias SER e TRY também afetam o metabolismo energético

A via SER, que produz principalmente SER, MLT e outros produtos derivados €
altamente explorada pelos seus efeitos do sistema nervoso central (SNC), porém, alguns
pesquisadores estdo tentando elucidar o papel de SER e MLT na transformacao celular e
na malignidade (SARROUILHE et al., 2015), no entanto, os efeitos desses metabdlitos
no cancer ainda nao estdo completamente definidos. A maioria dos estudos existentes
apontam para um efeito antitumoral desses compostos (ZAMINPIRA et al., 2017; Li et
al., 2017).

A via TRY, é uma via pouco estudada. Estudos anteriores do nosso grupo

mostraram que as linhagens de melanoma podem produzir metabolitos dessa rota
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(GOMES et al., 2014), e esses metabdlitos podem afetar o reconhecimento da célula
tumoral pelas células do sistema imunolégico (TOURINO et al., 2013).

Nos testamos os efeitos de SER, MLT e TRY no metabolismo energético e apds
adicdo desses metabdlitos aos melanomas observamos diminuicdo da concentracdo de
citrato e NADPH e por outro lado, observamos aumento na concentracdo de aspartato-
asparagina, arginina, AMP e ADP. Dentre os trés metabolitos, SER causou um nimero
mais significativo de alteracOes e, para a maioria dos analitos, as alteragcdes foram no

sentido oposto as causadas pelo KYN.

4.1.2.4. Efeitos isolados da serotonina no metabolismo energético

De maneira geral, os efeitos de KYN e outros metabdlitos da via KYN no
metabolismo celular, consumo de glicose, producdo de lactato e funcdo mitocondrial
foram opostos aos efeitos de SER. Apos a adicdo de SER, houve diminui¢do do consumo
de glicose e do lactato extracelular, além de aumento de glutamato, glutamina, aspartato,
arginosuccinato e arginina. A concentracdo do oncometabolito 2-HG também foi
diminuida, assim como succinato, fumarato, malato e aumento da arginina, glutamina,
glutamato, aspartato. Todas essas alteragdes se encaixam em um perfil de regressao no
fendtipo do tumor.

NOs observamos um aumento de quatro vezes na concentracdo de arginina apos
adicdo de SER nos melanomas. Sabe-se que o 6xido nitrico (NO), que possui a arginina
como precursora, pode afetar o transporte de SER (GARTHWAITE, 2007), porém nao
existe dados que mostrem SER controlando o metabolismo de arginina. As células
tumorais tém a capacidade de regular a disponibilidade intracelular de arginina para a
sintese de NO, uma vez que o NO pode afetar o tumor por meio da supressdo de vias
oncogénicas ou da ativacdo de vias supressoras de tumor (KESHET e EREZ, 2018).

Embora exista estudos que mostrem um papel controverso de SER no cancer, esse
metabolito pode inibir o crescimento do tumor devido ao seu efeito vasoconstritor
(ZAMPIRA et al., 2017). Além disso, SER parece estar envolvido na reducéo do tumor
associado a alguns tratamentos antimorais (VICAUT et al., 2000).
4.1.2.5. Efeitos opostos de KYN e SER nas mitocondrias

Alteracdes na dindmica mitocondrial sdo essenciais na regulagdo do metabolismo

em células tumorais (SERASINGHE et al., 2015). Por exemplo, em melanomas com
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mutacdo do tipo BRAFV600E, como é o caso da linhagem celular A375, a sinalizacdo
oncogénica aumenta o metabolismo dependente de glicose e diminui a producao de ATP
mitocondrial. Por outro lado, quando essas células s&o inibidas farmacologicamente por
terapia direcionadas, como PLX-4032/vemurafenibe, o metabolismo da glicose é
reduzido e as células tumorais aumentam a producao de ATP mitocondrial para sustentar

a sobrevivéncia e a progressao tumoral (TROTTA et al., 2017).

A adicdo de KYN aos melanomas, causou um aumento nas taxas de consumo
basal de oxigénio (OCR) e um aumento da acidificagdo do meio de cultura e da respiracédo
ndo mitocondrial, alteracGes que favorecem a sobrevivéncia e resisténcia tumoral. Por
outro lado, SER diminuiu a respiracdo méaxima, reserva da capacidade respiratéria e
acidificacdo no meio de cultura, corroborando com a menor producdo de lactato,
evidenciando assim, prejuizo da atividade mitocondrial e da capacidade de uso da glicose.

A figura 11, mostra um resumo das altera¢fes observadas no capitulo 1.
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Figura 11: Efeitos de KYN e SER no metabolismo de células de melanoma A375. Os
metabdlitos em cinza sdo 0s que tiveram a concentracdo diminuida e os metabolitos em

negrito sdo 0s que tiveram a concentracdo aumentada.
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4.2. Capitulo I1: Efeito dos metabdlitos do Trp sobre o metabolismo energético em

melandécitos
4.2.1. Resultados

Afim de verificar se o metabolismo de células normais também poderia ser
alterado por metabolitos do Trp e por metabdlitos da via glicolitica e do ciclo de Krebs,
fizemos as mesmas analises utilizando melandcitos humanos primarios. Os melandcitos
responderam muito menos que os melanomas aos metabdlitos e os efeitos quando
presentes foram mais sutis. Mesmo assim chamam a atengdo e ndo foram previamente

descritos.

Sendo assim, para verificar possiveis interacdes entre o metabolismo do Trp e 0
metabolismo energético, adicionamos metabdlitos do Trp nos melandcitos primérios. Os
metabolitos KYN, AA, KA, XA, NA, QA e SER na concentracdo de 100uM e MLT e
TRY na concentracdo de 50uM ndo foram toxicos as células pois ndo levaram a morte
celular ap6s andlise por citometria de fluxo em 24 horas (Tabela 3). O consumo de glicose
do meio de cultura foi medido pelo kit Glucose Liquiform ® e os metabdlitos do Trp ndo
alteraram o consumo de glicose, exceto o metabdlito SER, que levou ao aumento do
consumo de glicose em cerca de 50% (Tabela 3). Além disso, no ensaio de MTT,
utilizado para analisar a atividade mitocondrial, a producdo de formazan foi menor

quando tratamos as células com SER (Tabela 3).
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Viabilidade Celular Consumo de Glicose Redugdo do MTT
(%) (mg/dL) (%)
Controle 83,83 +5,40 13,00+ 1,25 98,33 +1,25
KYN 83,77 3,52 12,33 +0,47 99,61 + 3,25
AA 77,20 + 2,82 12,00 + 0,47 91,14 + 1,39
KA 96,37 + 0,67 10,67 + 2,45 89,53 + 5,61
XA 82,23+0,93 12,00 + 0,47 95,57 + 3,63
QA 96,67 + 0,15 14,00 * 2,05 90,34 + 2,20
NA 95,07 + 1,40 10,67 + 4,90 88,43 + 2,69
SER 93,33+ 1,10 25,33 + 2,05 *** 7781+4,71%
MLT 95,70+ 0,17 13,00 + 0,94 95,07 + 15,34
TRY 93,93+2,28 15,33 + 2,62 88,44 + 1,89

Tabela 3: Viabilidade Celular por citometria de fluxo, consumo de glicose e ensaio
de MTT em melandcitos primarios (1x10° células/pogo) apds 24 horas na presenca de
KYN, AA, KA, XA, QA, NA, SER (100 pM) e MLT e TRY (50 pM). Os dados
representam média + desvio padrdo. n=3. *** p <0.001 e * p <0,05 comparado ao

controle.

A tabela 4 mostra os efeitos de KYN, AA, KA, XA, QA, NA, SER, MLT e TRY
apos 24 horas nos produtos finais da glicolise, intermediarios do ciclo de Krebs, alguns
aminoacidos e moléculas de alta energia no metabolismo, como NADH, ADP e ATP,
medido por espectrometria de massa acoplada a cromatografia liquida (HPLC-MS / MS).
Os graficos completos desses resultados encontram-se no material suplementar dessa

tese.
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UM Controle KYN AA KA XA QA NA SER MLT | TRY
831+ 539+ | 497+ | 859+ | 580+ | 634+ | 660+ | 661t | 674% | 826+
+ Lactate
2,14 0,51 1,98 080 | 210 | 171 | 186 | 057 | 205 | 247
032+ 029+ | 020+ | 033+ | 031+ | 028+ | 028+ | 033+ | 028% | 029+
+ Pyruvate
0,04 0,04 0,02 007 | 004 | 001 | 001 | 009 | 001 | 002
920+ | 1224+ | 1316% | 11,18+ | 10,73+ 627+ | 81l
+ Citrate 20,05% 0,98 3,35 372 | 026 | 346 | 42E| o4 | 116 | (B8%
8’19 *kk * * *%k * 0’21 * * 3’31
+ Succinate 1,56 + 066531 105+ | 111+ | 162+ | 123+ | 097+ 0(‘)73 11 115+ | 094+
0,06 0 0,58 024 | 100 | 027 | 055 3 040 | 037
032+
+ Fumarate 0,49 + Cor | 037+ | 035 | 054% | 045: | 042+ | 033% | 045% | 033+
0,11 2 0,09 006 | 024 | 006 | 041 | 001 | 009 | 007
8,54 +
+ Malate 16,43 + e | ILS8E | 1147+ | 1605 | 1074% | 1163+ | 875+ | 1416+ | 10662
743 2 5,02 213 | 930 | 213 | 516 | 211 | 426 | 390
+ 2.HG 216+ 105+ | 216+ | 128+ | 231+ | 188+ | 1,78+ | 100% | 146+ | 099+
0,78 0,13 0,78 020 | 138 | 020 | 113 | 031 | 044 | 035
+ A Succinate 010+ 006+ | 008+ | 005+ | 012+ | 007+ | 010+ | 005+ | 010+ | 008+
' 0,03 0,02 0,01 000 | 007 | 003 | 006 | 000 | 00l | 004
+ Arginine 7249+ | 7587+ | 3771+ | 71,72+ | 9217+ | 5916+ | 5418+ | 52,87+ | 638l+ | 77,11+
9 9,12 6,72 1001 | 079 | 2724 | 1220 | 1051 | 1167 | 841 | 1535
+ Glutamine 010+ 002+ | 0003+ | 011+ | 047+ | 041+ | 011+ | 009+ | 008% | 006+
0,11 0,00 0003 | 014 | 011 | 004 | 006 | 010 | 010 | 003
+ Aspartate 127+ 037+ | 055+ | 066+ | 310+ | 1,96+ | 229+ | 067+ | 058+ | 073+
p 0,60 0,26 031 034 | 209 | 067 | 177 | 033 | 044 | 030
+ Asparadine 024+ 013+ | 020+ | 015+ | 064+ | 041+ | 032+ | 035+ | 026+ | 025+
parag 0,09 0,08 0,12 008 | 064 | 024 | 012 | 009 | 013 | 005
+ NAD 2336+ | 2458+ | 2310+ | 21,03+ | 2845+ | 21,98+ | 3048+ | 17,73+ | 22,08+ | 2282+
2,00 1,15 1,05 003 | 575 | 159 | 881 | 358 | 162 | 248
+ NADH 270+ 253+ | 248+ | 194+ | 357+ 166361i 175+ | 160+ | 182+ | 188+
047 0,38 0,49 028 | 079 2 040 | 009 | 062 | 001
182+
+ NADP 292+ 225+ | 274% | 237+ | 253% | 178 | 269% | of | 225% | 2193
0,89 0,25 024 025 | 042 | 039 | 084 ? 070 | 041
+ Adenosine 260+ 262f5¢ 228+ | 219+ | 298+ | 219+ | 390+ | 188+ | 313+ 162Z9i
0,18 - 0,49 035 | 103 | 046 | 189 | 049 | 022 -
+ NMN 032+ 006+ | 004+ | 005+ | 005+ | 006+ | 011+ | 004+ | 005+ | 005¢%
0,49 0,01 0,02 002 | 001 | 002 | 008 | 003 | 002 | 003
+ AMP 017+ 015+ | 014+ | 012+ | 021+ | 026+ | 024+ | 020+ | 010+ | 183+
0,05 0,02 0,04 002 | 008 | 009 | 010 | 007 | 000 | 236
+ ADP 442+ 3651561 3(’)32711 2681251 412+ | 364+ | 416+ 3615391 2(’)62; 173+
0,25 - - - 025 | 077 | 132 2 - 2,38
+ ATP 1551+ | 1410+ | 1375+ 1%’:;%* 1451+ 1%"5* 15,06 + 1%’3? 12’%;1' 5,85 +
1,07 0,45 0,32 ° 021 > 5,63 " ? 8,21
8,09 + 997+ | 954+ | 1097+ | 819+ | 1370+ | 1834+ | 11,11+ | 1285+ | 12,25+
NAD/NADH 1,76 186 | 173 | 131 | 206 | 38 | 825 | 212 | 320 | 179
029+ 025+ | 025+ | 023+ | 028+ | 029+ | 028+ | 029+ | 022+ | 061+
ADP/ATP 0,02 0,02 002 | 001 | 002 | 006 | 002 | 006 | 002 | 044

Tabela 4: Concentracéo intracelular dos intermediarios do metabolismo energeético

em melandcitos primarios dosados por LCMS. (1x10° células/pogo) tratadas com
KYN, AA, KA, XA, NA, QA e SER (100uM) e MLT e TRY (50uM) por 24 horas. Os
dados representam média * desvio padrdo. (n= 2-3) *** p <0.001, ** p <0.01 e * p <0.05

comparado ao controle. Os resultados estatisticamente significativos estdo em negrito.
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De maneira geral, as alteracdes observadas para os melandcitos foram mais sutis
do que para os melanomas. A figura 12 evidencia os dados da Tabela 4 para KYN, AA e
SER. Enquanto a adicdo de KYN nos melanomas levou ao aumento da concentragdo dos
metabolitos do ciclo de Krebs, nos melandcitos, houve diminuicdo da concentracao
desses metabolitos (citrato, succinato, fumarato e malato), bem como diminuicdo da
adenosina e do ADP. AA também diminui a concentracdo de citrato e ADP, e SER,
diminui a concentracédo de citrato, NADP, ADP e ATP (Figura 12).
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Figura 12: Concentracdo intracelular dos intermediarios do metabolismo energético
em melandcitos primarios dosados por LCMS. (1x10° células/pogo) tratadas com
KYN, AA e SER (100uM) por 24 horas. Os dados representam média + desvio padrao.
(n=2-3). *** p <0.001, ** p <0.01 e * p <0.05 comparado ao controle. As barras brancas
representam os controles e as barras pretas representam as condicées tratadas com KYN,
AA e SER.

Todos os experimentos a seguir foram realizados com esses trés metabolitos:
KYN, AA e SER. A fim de aprofundar um pouco mais sobre 0 metabolismo energético
dessas celulas, dosamos lactato separadamente através de dosagem cinetica pelo kit

especifico lactato enzimatico da Labtest, pois a quantificacdo de lactato para 0s
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melandcitos por espectrometria de massas ndo foi suficientemente sensivel. Fizemos a
mesma tentativa com o piruvato, utilizando o Kit especifico piruvato enziméatico da

Labtest mas ndo conseguimos detecta-lo devido as baixas concentragdes nas amostras.

O lactato foi dosado tanto no sobrenadante da cultura de células, quanto na por¢ao
intracelular dos melandcitos. A producéo de lactato foi modificada pelos metabdlitos do
Trp, a concentracao de lactato intracelular dobrou ap6s a adicdo de KYN, e AA, mostrou
ter o mesmo efeito, aumentando a concentracdo de lactato em 50% (Figura 13B). Por
outro lado, SER ndo alterou a concentracdo de lactato intracelular, mas diminuiu o lactato

extracelular (Figura 13A).
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Figura 13: Dosagem de lactato no sobrenadante (A) e intracelular (b). KYN, AA e
SER (100uM) foram adicionados as células (1x10° células por pogo) e apds 24 horas a
analise foi feita por analise cinética. * p <0,05 e *** p <0,001 em relacdo ao controle.
n=4.

Seguindo a andlise metabolica, avaliamos a atividade de algumas das principais
enzimas que definem o curso da via metabdlica estudada. KYN aumentou a atividade da
hexoquinase (HK) e da citrato sintase (CS), e, AA aumentou a atividade da
fosfofrutocinase (PFK). JA SER aumentou a atividade da piruvato quinase (PK) (Figura
14).
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Figura 14: Atividade de G6PDH, HK, PFK, PK, CS e LDH medida em melandcitos.
(1x108 células/poco) tratados com KYN, AA e SER (100 pM) por 24 horas. Os dados
foram normalizados por miligrama de proteina e representam média + desvio padrao. n=6.

* p <0.05 comparado ao controle.

Dadas as mudancas metabolicas observadas, questionamos se 0s metabdlitos do
Trp teriam efeito na fungdo mitocondrial de melandcitos. No ensaio de MTT, usado para
analisar a atividade mitocondrial, ap6s adicdo de SER, a producdo de formazan foi
reduzida em aproximadamente 20% em melandcitos (esses dados foram incluidos na
Tabela 3). Também usamos o Seahorse Bioanalyzer (Cell mito stress test) para mensurar
as taxas de consumo de oxigénio basal (OCR) e a taxa de acidificacdo extracelular
(ECAR). Nos melandcitos, 0 KYN diminui a respiracao basal e aumentou a ECAR. AA

e SER, ndo alteraram significativamente esses parametros (Figura 15).
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Figura 15: Consumo basal de oxigénio (OCR) e acidificacdo extracelular (ECAR)

mensurados em melandcitos primarios através do Seahorse (cell mito stress test
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assay). (1x10*células/poco) tratados com KYN, AA e SER (100 uM) por 24 horas. Os
dados representam média + desvio padrdo. n=3. * p <0.05 comparado ao controle.
Continuando, avaliamos o efeito desses metabolitos na proliferacéo celular. O
ensaio de crescimento celular independente de ancoragem foi realizado com os
melandcitos, porem, devido a baixa taxa de crescimento dessas células, ndo foi possivel
a finalizagdo do ensaio. Na contagem de células, observamos que a adi¢cdo de KYN
aumentou o namero de células apds 48 e 72 horas, e AA também aumentou esses nimeros

apos 72 horas (Figura 16).
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Figura 16: NUmero de células através de contagem com Azul de Trypan. (1x10°
células/poco) foram tratadas com KYN, AA e SER (100 uM) por 24, 48 e 72 horas. Os
dados representam média + desvio padréo. n=5. *** p <0.001 e * p <0.05 comparado ao

controle.

Por fim, testamos o efeito de alguns metabdlitos do metabolismo energético, como
lactato, fumarato e succinato (2,5 Mm), sobre o consumo basal de Trp e producdo de seus
principais metabolitos. As concentracBes utilizadas ndo foram toxicas para as células
(Figura 17). Diferente dos efeitos observados no metabolismo energético, apenas
pequenas modificacdes foram observadas. Em melandcitos, a incubagdo de 24 horas com
succinato, causou um aumento no consumo de Trp (15%) e a incubagdo com lactato

induziu ao aumento no consumo de XA (25%) (Figura 18).

58



100

% de Células Viaveis

{111

Controle Lactato Piruvato Succinato Fumarato

Figura 17: Viabilidade Celular em melandcitos por citometria de fluxo. (1x10°
células/pogo) apds 24 horas na presenca de lactato, succinato e fumarato (2,5 mM). Os

dados representam média + desvio padrdo. n=3.
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Figura 18: Concentracdo dos metabdlitos extracelulares do Trp (via KYN) dosados
por LCMS em melanécitos (1x10° células/pogo) tratadas com fumarato lactato e

succinato (2,5 mM) por 24 horas. Os dados representam média + desvio padrdo. n=3. **
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p <0.01 e * p <0.05 comparado ao controle. As linhas vermelhas no grafico representam

a concentracao do metabolito presente no meio de cultura.
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Figura 19: Concentracéo dos metabdlitos extracelulares do Trp (via SER) dosados
por LCMS em melanécitos (1x10° células/pogo) tratadas com fumarato lactato e
succinato (2,5 mM) por 24 horas. Os dados representam média + desvio padrdo. As linhas
vermelhas no grafico representam a concentracdo do metabdlito presente no meio de

cultura.
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Figura 20: Concentragdo dos metabdlitos extracelulares do Trp (via TRY) dosados
por LCMS em melanécitos (1x10° células/pogo) tratadas com fumarato lactato e
succinato (2,5 mM) por 24 horas. Os dados representam média + desvio padrdo. As linhas
vermelhas no grafico representam a concentracdo do metabolito presente no meio de

cultura.

4.2.2. Discussao
4.2.2.1. Metabolitos da via KYN modificam o metabolismo de melandcitos

Os melandcitos estao presentes em baixa porcentagem na epiderme e se dividem
com pouca frequéncia, menos de duas vezes ao ano (SHAIN e BASTIAN, 2016). A
proliferacdo de melandcitos e a produgdo de pigmentos sdo estimuladas pelo dano ao
DNA induzido pela radiacdo UV nos queratindcitos, que subsequentemente secretam o
hormdnio estimulador dos melanocitos o (aMSH) de forma dependente do p53 (CUI et
al., 2007). O que vimos aqui foram os metabdlitos da via KYN modificando esse perfil,
por exemplo, apos o tratamento com KYN e AA, houve aumento no nimero de células,
ja que os melandcitos sdo células de baixa proliferacdo, esse ndo € um perfil comumente
visto em células primarias.

Os metabdlitos do Trp gerados pela via KYN sdo estudados principalmente em
relacdo aos transtornos oncolégicos e de salde mental e existem poucos estudos que
mostram a atividade bioldgica desses compostos sobre o metabolismo de células normais.
Sabe-se que as enzimas da via KYN sdo expressas em tecidos importantes para a
homeostase energética, como o tecido adiposo, musculo esquelético, figado, pancreas
enddcrino, vasos sanguineos e coracdo, e sdo reguladas por sinais nutricionais e
inflamatdrios (LIU et al., 2018). Além disso, o0s niveis sistémicos de KA/QA podem
contribuir para a modulacédo da atividade de células B pancreaticas e XA foi mostrado
tendo um efeito diabetogénico (DADVAR et al., 2018).

Os efeitos observados nesse trabalho sdo inéditos, pois até hoje ndo foi descrito
efeito desses metabdlitos sobre o metabolismo de melandcitos. Além de KYN e AA
aumentarem a proliferacdo de melandcitos, esses metabolitos aumentaram a atividade de
enzimas-chave da via glicolitica, a hexoquinase (HK) e a Fosfofrutocinase-1 (PFK) e essa
alteracéo foi acompanhada por um aumento na concentracdo de lactato intracelular. Outro
dado que nos chamou a atengdo foi que apos a adicdo de KYN, houve aumento da

acidificacdo do meio de cultura dessas células, corroborando com 0 aumento da producéo

61



de lactato. Essas alteracdes mostraram que apés adicdo de KYN e AA, os melandcitos
priorizaram a via glicolitica como fonte de energia, perfil que ndo é comumente visto em
células normais (LIBERTI e LOCASALE, 2016).

Complementando esses dados, observamos uma diminui¢do na concentracédo de
metabolitos do ciclo de Krebs, como citrato, malato e succinato, apos o tratamento com
metabolitos KYN.

As alteracdes observadas podem ser relevantes quando pensamos em cancer, ja
que no microambiente tumoral, além das células tumorais, existe uma variedade de
células residentes e infiltrantes (BAGHBAN et al., 2020). Sendo assim, 0 aumento de
KYN no microambiente do melanoma, além de ter efeito sobre a prépria célula tumoral
aumentando o seu fenétipo e favorecendo a progressdo do tumor, pode ter efeitos sobre
os melandcitos que também favorecem o crescimento tumoral, como por exemplo, o

aumento de lactato.

4.2.2.2. Efeitos opostos de SER no metabolismo de melandcitos

O papel dos metabolitos da via SER, especialmente SER e MLT, na regulacéo do
humor e ritmo circadiano sédo bem definidos (DADVAR et al., 2018). No entanto, alguns
papéis no metabolismo energético e na homeostase da glicose vem sendo descritos para
esses metabdlitos. Por exemplo, a ativacdo do receptor de melatonina diminui a captagédo
de glicose em adipdcitos marrons atraves da supressdo da expressao de GLUT4. Além
disso, a melatonina possui efeito nas células B pancreaticas e nos hepatocitos, inibindo a
secrecdo de insulina e aumentando as concentracdes plasmaticas de glicose,
respectivamente (CONTRERAS-ALCANTARA et al., 2010).

Assim como a melatonina, a serotonina possui efeitos centrais, mas também
possui fungdes periféricas relacionadas a homeostase metabolica. A SER é conhecida por
estar associada ao metabolismo da glicose principalmente devido a regulacao da secregéo
de insulina nas células B pancreaticas (WATANABE et al., 2011). Além disso, SER
aumenta a captacdo hepatica de glicose em condigdes hiperglicémicas e
hiperinsulinémicas (MOORE et al., 2004). NOs observamos aumento no consumo de
glicose por melandcitos apds a adi¢cdo de SER. N&o existem estudos mostrando o efeito
de SER sobre o metabolismo de melandcitos, porém alguns trabalhos ja mostraram que

SER controla diretamente a captacéo de glicose nos tecidos periféricos, incluindo o figado
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e 0 musculo esquelético (MOORE et al., 2004; MOORE et al., 2005; AL-ZOAIRY et al.,

2017).

Além de SER aumentar o consumo de glicose, nds observamos outras alteracdes

metabolicas, como diminuicdo da concentracdo de lactato extracelular e aumento da

atividade da piruvato quinase, enzima-chave da glicélise (XUE-BING et al., 2015), além

de diminuicao da concentracdo de intermediarios no ciclo de Krebs, citrato e succinato, e

de NADH, ADP e ATP.

A figura 21 mostra um resumo das alterac6es observadas no capitulo 2.
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Figura 21: Efeitos de KYN e SER no metabolismo de melandcitos. Os metabdlitos em
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que tiveram a concentragdo aumentada.
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5. Conclusao

As alteracdes metabolicas encontradas quando as células de melanoma A375
foram incubadas com KYN e metabolitos da via KYN sdo importantes pois identificam
uma consequéncia adicional da regulacéo positiva da IDO observada em muitos tumores.
Nossos resultados indicam que, a formagdo de KYN e outros metabdlitos da via KYN no
microambiente tumoral causa mudangas metabdlicas que trazem vantagens para o tumor,
aumentando o fenotipo tumoral. Os efeitos de KYN e seus metabdlitos sobre o
metabolismo se estendem as células do microambiente, pois ha uma intensificacéo da via
glicolitica com produgdo de lactato nos melandcitos. Por outro lado, SER, um composto
da rota metabdlica concorrente para a formacdo de KYN, causa mudangas metabdlicas
usualmente consideradas desfavoraveis para o tumor, indicando reducdo do fendétipo
tumoral.

E conhecido que a producio de KYN, devido a regulacéo positiva de IDO, afeta
a interacdo entre a célula tumoral e as células do sistema imunoldgico e inibidores de IDO
tem sido considerada uma das estratégias de tratamento adjuvante antitumoral. Aqui neste
estudo, expandimos o conhecimento de como o metabolismo do Trp esta intimamente
ligado com a progressdo do céncer, e acrescenta a ideia promissora de desviar a
metabolizacdo do Trp para outras vias competitivas a via KYN como estratégia para

tratamento de neoplasias.
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7. Material suplementar

A sequéncia de figuras 22 a 30 sdo relativas as modificacdes causadas em
melandcitos e melanomas apds adi¢do dos metabolitos do Trp. A sintese desses resultados

foi apresentada nas tabelas 2 e 4.
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Figura 22: Efeito de KYN sobre o metabolismo de melandcitos (A) e melanomas (B).
KYN (100uM) foi adicionado as células (1x10° células por poco) e apds 24 horas a
andlise foi feita por espectrometria de massas. (n= 2-3) * p <0,05, ** p <0,01 e *** p

<0,001 em relacéo ao controle.
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Figura 23: Efeito de AA sobre o metabolismo de melandcitos (A) e melanomas (B).

AA (100uM) foi adicionado as células (1x10° células por pogo) e apds 24 horas a analise

foi feita por espectrometria de massas. (n= 2-3) * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001 em

relagdo ao controle.

82



Melanécito

0.2, o
) ’%«*‘;@ '
v
¥
Melanoma
* k|
£ 3 ke %]

[ Controle
KYN
lAADAT
KA
KYN
lAADAT

KA

83

ORI LRARR
e S
& O
¥ \\‘7@0
o AV
U~
Q_‘b
[ Controle
KA
KA
- *t*l k

2-3) * p <0,05, ** p< 0,01 & *** p< 0,001 em

I T J " T
0 0 0 0
9

w g ] ™~ -
(M) oesenussuon

0 -
0
\?.

(M) oedeajussuon

Figura 24: Efeito de KA sobre o metabolismo de melandcitos (A) e melanomas (B).
KA (100uM) foi adicionado as células (1x10° células por pogo) e apds 24 horas a analise

foi feita por espectrometria de massas. (n

relacdo ao controle.
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: Efeito de XA sobre o metabolismo de melandcitos (A) e melanomas (B).

XA (100uM) foi adicionado as células (1x10° células por poco) e apds 24 horas a analise

foi feita por espectrometria de massas. (n=2-3) * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001 em

controle.
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Figura 26: Efeito de QA sobre o metabolismo de melandcitos (A) e melanomas (B).
QA (100uM) foi adicionado as células (1x10° células por pogo) e apds 24 horas a analise

foi feita por espectrometria de massas. (n

relagdo ao controle.
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Figura 27: Efeito de NA sobre o metabolismo de melandcitos (A) e melanomas (B).

NA (100uM) foi adicionado as células (1x10° células por pogo) e apds 24 horas a analise

2-3) * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001 em

foi feita por espectrometria de massas. (n

relacdo ao controle.
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Figura 28: Efeito de SER sobre o metabolismo de melandcitos (A) e melanomas (B).
SER (100uM) foi adicionado as células (1x10° células por pogo) e apos 24 horas a analise
foi feita por espectrometria de massas. (n= 2-3) * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001 em

relagdo ao controle.

87



Melanécito
00 - 3 Controle
H MLT
60 Trp
| AANAT
S 304
Z ok o . [wow
o 10.0 -
% " MLT
&
= 7.5
c
(7]
2
o 5.0
%)
2.5 4 )
0.0
© 50 10 O 0 O O L L OLOORRLRLERRRRR
S A IS N w\‘f\é’,\;@oe%‘“ R NORS
F O & VT EOP L LS & Og‘é;z
P & TS & Fo
& &° O AP
N ‘?‘\ Ve
° Y &
B
Melanoma
150 - [ Controle
B MLT
100 TP
‘ AANAT
%_ iHIOMT
2 507 i I‘i 1 - L MLT
¢ Im n . i
£ 25-
8
£ 204 .
O 454
10 J ek
5 o * - Xy
0 *
50 50 O 10 0 0 O 2 20 O L2 OORXROAFTLRRLARR
S S S P I B
VE P VI RS ¥ A
o (o] k.
S 8 P
é@ q7 Q.’b

Figura 29: Efeito de MLT sobre o metabolismo de melandcitos (A) e melanomas (B).

MLT (50uM) foi adicionado as células (1x10° células por pogo) e apos 24 horas a analise

foi feita por espectrometria de massas. (n=2-3) * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001 em

relagdo ao controle.
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Figura 30: Efeito de TRY sobre o metabolismo de melandcitos (A) e melanomas (B).
TRY (50uM) foi adicionado as células (1x10° células por pogo) e apds 24 horas a analise
foi feita por espectrometria de massas. (n= 2-3) * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001 em

relagdo ao controle.
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Curriculo Lattes

@ curricule Lattes

Maysa Braga Barros Silva

Enderego para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/0570027742839426

Ultima atualizag&o do curriculo em 25/03/2021

Resumo informado pelo autor

Farmacéutica pela Universidade Cruzeiro do Sul, Mestre em Ciéncias (Area: Andlises Clinicas) e Doutora em Ciéncias (Area: Fisiopatologia) pela Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo (FCF-USP). Atualmente é Professora na Universidade Cruzeiro do Sul ministrando as disciplinas de Bioquimica Geral e Clinica,
Patologia, Imunologia Geral e Clinica e Parasitologia Geral e Clinica para o curso de Farmacia. Em 2020 atuou como docente no Centro Universitario das Faculdades
Metropolitanas Unidas (FMU), onde ministrou aulas de Estagio em Analises Clinicas para o curso de Farmacia.

(Texto informado pelo autor)

Nome civil

Nome

Maysa Braga Barros Silva

Dados pessoais

Filiagao
Nascimento

Carteira de
Identidade

CPF

Endereco
residencial

Endereco
eletrénico

Edson Luis Barros da Silva e Maria Odete Braga
16/02/1993 - S&o Paulo/SP - Brasil

492213513 SSP - SP - 30/09/2010

420.728.748-58

Rua Pacheco Gato, 182 Torre 2 APTO 64
Jardim Nove de Julho - Sdo Paulo
03951060, SP - Brasil

Telefone: 11 35009605

Celular 11 963762868

E-mail para contato : maysa_braga@hotmail.com
E-mail alternativo maysabraga@usp.br

Formagao académica/titulacdo

2017 - 2021

2015 - 2017

2011 - 2014

2008 - 2010

Doutorado em Farmécia (Fisiopatologia e Toxicologia).

Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Titulo: Integragéo metabdlica no microambiente tumoral: metabolismo energético versus metabolismo do
triptofano., Ano de obteng&o: 2021

Orientador: Ana Campa
Bolsista do(a): Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

Mestrado em Farmécia (Fisiopatologia e Toxicologia).

Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Titulo: Efeitos da luz sobre o metabolismo do triptofano em melandcitos e melanomas, Ano de obtengéo:
2017

Orientador: Profa. Dra. Ana Campa ﬁ
Bolsista do(a): Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo

Graduagdo em Farmacia.

Universidade Cruzeiro do Sul, UNICSUL, Sao Paulo, Brasil

Titulo: Efeito dos &cidos oleico e linoleico em feridas cutaneas
Orientador: Profa. Dra. Elaine Hatanaka

Bolsista do(a): Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo

Ensino Profissional de nivel técnico .
Colégio Paschoal Dantas, CPD, Brasil, Ano de obtengdo: 2010

Formacdo complementar

2018 - 2018

2018 - 2018

2012 - 2012

Curso de curta duragdo em Desenvolvimento de Métodos Indicativos de Estabilidade. (Carga horaria:
17h).
United States Pharmacopeia - Brazil, USP, Brasil

Curso de curta duragdo em HPLC - Teoria Basica e Pratica. (Carga horaria: 40h).
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Extenséo universitaria em Vivéncia Profissional na Farmacia Escola. (Carga horaria: 300h).
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Universidade Cruzeiro do Sul, UNICSUL, Sao Paulo, Brasil

Atuacdo profissional

1. Universidade Cruzeiro do Sul - UNICSUL

Vinculo
institucional

2011 - 2014 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Aluno pesquisador, Regime: Dedicacéo exclusiva

2. Universidade de Sao Paulo - USP

Vinculo
institucional

2015 - Atual

Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Aluno pesquisador , Carga horaria: 40, Regime: Dedicagao
exclusiva

Areas de atuacdo

1.
2.
3.

Idiomas
Inglés

Portugués

Producao

Bioquimica
Fiosiopatologia

Biologia Molecular

Compreende Bem , Fala Bem , Escreve Bem , Lé Bem

Compreende Bem , Fala Bem , Escreve Bem , Lé Bem

Producéao bibliografica

Artigos completos publicados em periédicos

1.

BRANQUINHO, M. S. F.; SILVA, MAYSA B. B.; SILVA, J. C.; SALES, M. C.; BARROS, S. B.;
MARIA-ENGLER, S. S.; CAMPA, A.
A 2D and 3D melanogenesis model with human primary cells induced by tyrosine. Journal of Biological
Methods. , v.3, p.7 -, 2020.

BONEZI, VIVIAN; CATANEO, ALLAN H. D.; BRANQUINHO, MARYANA S. F.; SILVA, MAYSA B.
B.; GONZALEZ-DIAS, PATRICIA; PEREIRA, SAMUEL S.; FERREIRA, LUIS C. DE SOUZA; NAKAYA,
HELDER I.; CAMPA, ANA; WOWK, PRYSCILLA F.; SILVEIRA, EDUARDO L. V.

Flavivirus-Mediating B Cell Differentiation Into Antibody-Secreting Cells in Humans Is Associated With the
Activation of the Tryptophan Metabolism. Frontiers in Immunology. EEB V.11, p.1-,2020.

GUTIERREZ, FERNANDA A.; SIERRA, ANA P;; SILVA, ELTON D.; SANTOS, VINICIUS C;
BENETTI, MARINO P; SILVA, MAYSA B.; GONDIM, OLIVIA S.; OLIVEIRA, HELOISA H.; MOMESSO,
CESAR M.; GORJAO, RENATA; PESQUERO, JOAO B.; CURY-BOAVENTURA, MARIA F.

Genetic variation, inflammatory and muscle injury response in rugby players to different positions in the
field. GAZZETTA MEDICA ITALIANA. ARCHIVIO PER LE SCIENZE MEDICHE (TESTO STAMPATO). ,
v.179, p.1 -, 2020.

BORTOLON, JOSE RICARDO; MURATA, GILSON MASAHIRO; BORGES, LEANDRO;
WEIMANN, ELEINE; SILVA, MAYSA BRAGA BARROS; DERMARGOS, ALEXANDRE; HATANAKA,
ELAINE
Recovery of Diabetic Rats After Physical Exhaustion: Kinetic Alterations in Muscle Inflammation and
Muscle-Signaling Proteins to Atrophy and Hypertrophy. Frontiers in Physiology. EEE, v.11, p.1 - , 2020.

BORGES, LEANDRO; PASSOS, MARIA E. P; SILVA, MAYSA B. B.; SANTOS, VINICIUS C.;
MOMESSO, CESAR M.; PITHON-CURI, TANIA C.; GORJAO, RENATA; GRAY, STUART R.; LIMA, KAUE
C. A; DE FREITAS, PAULO B.; HATANAKA, ELAINE
Dance Training Improves Cytokine Secretion and Viability of Neutrophils in Diabetic Patients. MEDIATORS
OF INFLAMMATION. EEEB, v.2019, p.1 - 8, 2019.

BORGES, LEANDRO; DERMARGOS, ALEXANDRE; GRAY, STUART, BARROS SILVA, MAYSA
B.; SANTOS, VINICIUS; PITHON-CURI, TANIA CRISTINA; GORJAO, RENATA; HATANAKA, ELAINE
Neutrophil Migration and Adhesion Molecule Expression after Acute High-Intensity Street Dance Exercise.
Journal of Immunology Research. , v.2018, p.1 - 6, 2018.

WEIMANN, ELEINE; SILVA, MAYSA BRAGA BARROS; MURATA, GILSON MASAHIRO;
BORTOLON, JOSE RICARDO; DERMARGOS, ALEXANDRE; CURI, RUI; HATANAKA, ELAINE
Topical anti-inflammatory activity of palmitoleic acid improves wound healing. PLoS One. B3, V.13,
p.e0205338 -, 2018.

SANTOS, VINICIUS CONEGLIAN; SIERRA, ANA PAULA RENNO; OLIVEIRA, RODRIGO;
CAGULA, KIM GUIMARAES; MOMESSO, CESAR MIGUEL; SATO, FABIO TAKEO; SILVA, MAYSA
BRAGA BARROS; OLIVEIRA, HELOISA HELENA; PASSOS, MARIA ELIZABETH PEREIRA; DE SOUZA,
DIEGO RIBEIRO; GONDIM, OLIVIA SANTOS; BENETTI, MARINO; LEVADA-PIRES, ADRIANA
CRISTINA; GHORAYEB, NABIL; KISS, MARIA AUGUSTA PEDUTI DAL MOLIN; GORJAO, RENATA;
PITHON-CURI, TANIA CRISTINA; CURY-BOAVENTURA, MARIA FERNANDA
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Marathon Race Affects Neutrophil Surface Molecules: Role of Inflammatory Mediators. PLoS One. EE3,
v.11, p.e0166687 -, 2016.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1.

10.

1.

12.

13.

14.

15.

BRAGA, M. B. S.; BRANQUINHO, M. S. F.; CAMPA, A.
UV-A radiation modulates tryptophan metabolism in melanocytes and melanomas In: XXII Semana
Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia da FCF/USP, 2017, SAO PAULO.

XXII Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia da FCF/USP. , 2017.

BORGES, L. S.; PASSOS, M. E.; BRAGA, M. B. S.; CONEGLIAN, V.; MOMESSO, C. M.; PITHON-CURI,
T. C.; GORJAOQ, R; Hatanaka E.
Efeito do treinamento com danga sobre o estado inflamatério de individuos diabéticos In: Semana
Nacional de Ciéncia e Tecnologia, 2015, Sdo Paulo.

Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia. , 2015.

Hatanaka E.; Weimann E; BRAGA, M. B. S.; MURATA, G. M.; DERMARGOS, A.
Effect of palmitoleic acid on the signaling mechanisms involved in the inflammatory phase of wound
healing In: 40th FEBS Congress, 2015, Berlin.

40th FEBS Congress. , 2015.

Bachi, A; SANTOS, V. C.; MOMESSO, C. M.; PASSOS, M. E.; BRAGA, M. B. S.; GUTIERREZ, F;
SIERRA, A. P.; CURY-BOAVENTURA, M. F.; GORJAO, R.; PITHON-CURI, T. C
Fish oil supplementation rich in DHA or EPA modulates the inflammatory response induced by a half-
marathon In: 12th ISEI Symposium, 2015, Vienna.

12th ISEl Symposium. , 2015.

BELMIRO, B. D.; DERMARGOS, A.; Braga MO; BRAGA, M. B. S.; FRANCI, M.; Hatanaka E.
Efeito da amildide sérica A em queratinécitos In: XLIII Encontro de Iniciagéo Cientifica, 2014, Sdo Paulo.
ENIC. Andre, 2014.

CURY-BOAVENTURA, M. F.; SANTOS, V. C.; CACULA, K. G.; MOMESSO, C. M.; SATO, F. T.; BRAGA,
M. B. S.; ALVES, H. H. O.; SANTOS, O. G,; SIERRA, A. P,; BENETTI, M.; KISS, M. A. P. D. M.; PITHON-
CURI, T. C.; GORJAO, R.
Effect of marathon race on adheseon molecules and apoptosis receptors of neutrophils. In: 19th Annual
Congress of the European college of sport science, 2014, Amsterda.

19th Annual Congress of the European college of sport science. , 2014.

Bachi, A; CONEGLIAN, V.; PASSOS, M. E.; BRAGA, M. B. S.; GUTIERREZ, F.; CACULA, K;;

MOMESSO, C. M,; SATO, F. T.; SIERRA, A. P,; BOAVENTURA, M. F. C.; GORJAO, R.; PITHON-CURI, T.

C.

Fish Oil supplementation rich in DHA reduces neutrophil apoptosis and cytokine concentration after a half-

marathon. In: XXXIX Congresso of the brazilian society of immunology, 2014, Buzios-Rio de Janeiro.
XXXIX Congresso of the brazilian society of immunology. , 2014.

CACULA, K. G.; SANTOS, V. C.; MOMESSO, C. M.; SATO, F. T.; MURATA, G. M.; BRAGA, M. B. S;
ALVES, H. H. O.; PASSOS, M. E.; LEVADA-PIRES, A. C; CURY-BOAVENTURA, M. F; GORJAO, R;;
PITHON-CURI, T.C
Modulation of neutrophil function by moderate aerobic exercise in eutrophic and overweight In: American
College of Sports Medicine, 2014, Orlando.

American College of Sports Medicine. , 2014.

BRAGA, M. B. S.; MURATA, G. M.; Weimann E; Braga MO; Curi, R.; Hatanaka E.
Estudo da agdo antimicrobiana dos acidos oleico, linoleico, gama-linolénico, EPA, DHA e palmitoléico em
feridas cutaneas In: XVII Encontro de Iniciagéo Cientifica, 2013, Sao Paulo.

ENIC. , 2013.

BRAGA, M. B. S.; MURATA, G. M.; Weimann E; Braga MO; Curi, R.; Hatanaka E.
Topical antimicrobial activity of EPA, DHA, oleic, linoleic, linolenic and palmitoleic acids in wounds In: XLII
Annual Meeting of The Brazilian Biochemistry and Molecular Biology Society, 2013, Foz do Iguagu.

The Brazilian Biochemistry and Molecular Biology Society. , 2013.

Weimann E; MURATA, G. M.; BORTOLON, J.R.; BRAGA, M. B. S.; Curi, R.; Hatanaka E.
Topical macadamia oil and palmitoleic acid accelerate wound healing phases. In: 11th World Congress on
Inflammation and XXXVIII Immuno, 2013, Natal.

11th World Congress on Inflammation and XXXVIIl Inmuno. , 2013.

BRAGA, M. B. S.; MURATA, G. M.; Weimann E; Braga MO; Curi, R.; Hatanaka E.
Topical antimicrobial activity of EPA, DHA, oleic, linoleic, linolenic and palmitoleic acids in wounds In: VIII
Symposium on Lipids and Health, 2012, Sao Paulo.

VIl Symposium on Lipids and Health. , 2012.

BRAGA, M. B. S.; MURATA, G. M.; Weimann E; Braga MO; Curi, R.; Hatanaka E.
Topical antimicrobial activity of EPA, DHA, oleic, linoleic, linolenic and palmitoleic acids in wounds In: 6th
Congress of the International Society of Nutrigenetics / Nutrigenomics, 2012, Sao Paulo.

6th Congress of the International Society of Nutrigenetics / Nutrigenomics. , 2012.

BRAGA, M. B. S.; MURATA, G. M.; Weimann E; Braga MO; Curi, R.; Hatanaka E.

Topical antimicrobial activity of oleic and linoleic acids in wounds In: 10th International Congress on Cell

Biology and the XVI Meeting of the Brazilian Society for Cell Biology, 2012, Rio de Janeiro.
International Congress on Cell Biolog. , 2012.

Weimann E; MURATA, G. M.; BORTOLON, J.R.; BRAGA, M. B. S.; Curi, R.; Hatanaka E.
Topical macadamia oil and palmitoleic acid accelerate wound healing phases. In: VIII Simpdsio de Lipideos
e Saude, 2012, Sao Paulo.

VIl Simpésio de Lipideos e Saude. , 2012.

Apresentagao de trabalho e palestra

6.

BRAGA, M. B. S.
Metabolismo tumoral, 2018. (Outra,Apresentacéo de Trabalho)

SILVA, MAYSA BRAGA BARROS
Metabolismo do triptofano em células da pele e no microambiente tumoral, 2017.
(Outra,Apresentacéo de Trabalho)

SILVA, S. G.; BRAGA, M. B. S.; CAMPA, A.
UV-A radiation increases expression of enzymes IDO and TDO in fibroblasts, 2017.
(Congresso,Apresentagdo de Trabalho)

BRAGA, M. B. S.; BRANQUINHO, M. S. F.; CAMPA, A.
UV-A radiation dulates tryptophan metabolism in mel ytes and mel 2017.
(Congresso,Apresentagdo de Trabalho)

BORGES, L. S.; PASSOS, M. E.; BRAGA, M. B. S.; CONEGLIAN, V.; MOMESSO, C. M.; PITHON-CURI,
T. C.; GORJAQ, R.; Hatanaka E.

Efeito do treinamento com danga sobre o estado inflamatério de individuos diabéticos, 2015.
(Congresso,Apresentagédo de Trabalho)
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LS
ifd' BRAGA, M. B. S.; MURATA, G. M.; Weimann E; Braga MO; Hatanaka E.
Atividade antimicrobiana dos acidos oleico, linoleico, palmitoléico, EPA, DHA e linolénico em
feridas cutaneas, 2013. (Conferéncia ou palestra,Apresentacéo de Trabalho)

.,
7 T BRAGA, M. B. S.; MURATA, G. M.; Weimann E; Braga MO; Hatanaka E.
Topical antimicrobial activity of EPA, DHA, oleic, linoleic, linolenic and palmitoleic acids in wounds,
2013. (Congresso,Apresentagdo de Trabalho)

A
8. 1.1 BRAGA, M. B. S.; MURATA, G. M.; Weimann E; Braga MO; Hatanaka E.
Topical antimicrobial activity of EPA, DHA, oleic, linoleic, linolenic and palmitoleic acids in wounds,
2012. (Congresso,Apresentagdo de Trabalho)

.,
9. i‘:.i' BRAGA, M. B. S.; MURATA, G. M.; Weimann E; Braga MO; Hatanaka E.
Topical antimicrobial activity of EPA, DHA, oleic, linoleic, linolenic and palmitoleic acids in wounds,
2012. (Simpdsio,Apresentagdo de Trabalho)

ALY
10. §.f BRAGA, M. B. S.; MURATA, G. M.; Weimann E; Braga MO; Hatanaka E.
Topical antimicrobial activity of oleic and linoleic acids in wounds, 2012. (Congresso,Apresentacéo
de Trabalho)

Producao técnica

Demais producgdes técnicas

1. BARROS SILVA, MAYSA B. . .
V CURSO DE INVERNO EM FISIOPATOLOGIA E ANALISES CLINICAS, 2018. (Extensé&o, Curso de
curta duragé@o ministrado)

2. SILVA, MAYSA BRAGA BARROS i .
IV CURSO DE INVERNO EM FISIOPATOLOGIA E ANALISES CLINICAS, 2017. (Extensao, Curso de
curta duragdo ministrado)

3. BRAGA,M.B.S.

Xl Curso de Verao em Bioquimica e Biologia Molecular, 2016. (Extensao, Curso de curta duragdo
ministrado)

Educacao e Popularizagdo de C&T

Curso de curta duragdo ministrado

1. BARROS SILVA, MAYSA B. i .
V CURSO DE INVERNO EM FISIOPATOLOGIA E ANALISES CLINICAS, 2018. (Extensédo, Curso de
curta duragédo ministrado)

2. SILVA, MAYSA BRAGA BARROS ) )
IV CURSO DE INVERNO EM FISIOPATOLOGIA E ANALISES CLINICAS, 2017. (Extensé&o, Curso de
curta duragé@o ministrado)

3. BRAGA,M.B.S.

Xl Curso de Verao em Bioquimica e Biologia Molecular, 2016. (Extensao, Curso de curta duragdo
ministrado)

Demais produgdes técnicas

1. BARROS SILVA, MAYSA B. i .
V CURSO DE INVERNO EM FISIOPATOLOGIA E ANALISES CLINICAS, 2018. (Extensé&o, Curso de
curta duragéo ministrado)

2. SILVA, MAYSA BRAGA BARROS ) )
IV CURSO DE INVERNO EM FISIOPATOLOGIA E ANALISES CLINICAS, 2017. (Extensédo, Curso de
curta duragé@o ministrado)

3. BRAGA,M.B.S.

Xl Curso de Verao em Bioquimica e Biologia Molecular, 2016. (Extensao, Curso de curta duragdo
ministrado)

Eventos

Eventos

Participacao em eventos

1. IV ABCF Congress, 2018. (Congresso)

2. Conferencista no(a) IV Curso de Inverno em Fisiopatologia e Analises Clinicas, 2017. (Outra)
Metabolismo do triptofano em células da pele e no microambiente tumoral.

3. VIl Workshop on Melanoma Models, 2017. (Simpésio)

4. Apresentacao de Poster / Painel no(a) XXIl Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia, 2017.
(Congresso)
UV-A radiation modulates tryptophan metabolism in melanocytes and melanomas.

5. XXIX Semana Interna de Prevengao de Acidentes de Trabalho - SIPAT, 2017. (Congresso)

6. Il International symposium on pathophysiology and toxicology and VIl Simpésio de pos-
graduagao em Analises Clinicas - SIMPAC, 2016. (Simpdsio)

https://wwws.cnpq.br/cvlattesweb/pkg_impcv.trata
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10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

Curriculo Lattes
Uoft-USP Workshop on Cancer, Inflammation and Immunity, 2016. (Outra)

XV Simpésio de biosseguranga e seguranga quimica e biolégica em instituicées dede ensino,
2016. (Simpdsio)

Apresentagao de Poster / Painel no(a) Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia, 2015. (Congresso)
Efeito do treinamento com dancga sobre o estado inflamatdrio de individuos diabéticos.

VI Simpésio de Pés-Graduagao em Andlises Clinicas - SIMPAC and | International Symposium on
Pathophysiology and Toxicology, 2015. (Simpésio)

IX Simpésio Lipideos e Saude, 2014. (Simpdsio)

Apresentacéo de Poster / Painel no(a) XLII Reunido Anual da SBBq, 2013. (Congresso)
Topical antimicrobial activity of EPA, DHA, oleic, linoleic, linolenic and palmitoleic acids in wounds.

Apresentacéo de Poster / Painel no(a) XVII Encontro de Iniciagado Cientifica, 2013. (Congresso)
Atividade antimicrobiana dos acidos oleico, linoleico, palmitoléico, EPA, DHA e linolénico em feridas
cutaneas.

Apresentacéo de Poster / Painel no(a) 6th Congress of the International Society of
Nutrigenetics/Nutrigenomics (ISNN), 2012. (Congresso)
TOPICAL ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF OLEIC AND LINOLEIC ACIDS IN WOUNDS.

Apresentagao de Poster / Painel no(a) SBBC - 10th International Congress on Cell Biology, 2012.
(Congresso)
TOPICAL ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF OLEIC AND LINOLEIC ACIDS IN WOUNDS.

Apresentagao de Poster / Painel no(a) VIII-Simpésio de Lipideos e Saude2012 ,. (Simpdsio)
Topical antimicrobial activity of EPA, DHA, oleic, linoleic, linolenic and palmitoleic acids in wounds.

VIl Symposium on Lipids and Health, 2011. (Simpdsio)

Organizagao de evento

1.

Bancas

Bancas

BRAGA, M. B. S.
VIl Simpésio de Pés-Graduagédo em Analises Clinicas - SIMPAC and Ill International symposium on
Pathophysiology and Toxicology - ISPAT, 2018. (Congresso, Organizagdo de evento)

Participagcao em banca de comissées julgadoras

Outra

VIl Simpésio de Pés-Graduagao em Analises Clinicas - SIMPAC and Ill International symposium
on Pathophysiology and Toxicology - ISPAT, 2018
Universidade de Sao Paulo

Il International symposium on pathophysiology and toxicology and VIl Simpésio de pés-
graduagado em analises clinicas - SIMPAC, 2016
Universidade de Sao Paulo

Totais de producdo

Producéo bibliografica

Artigos completos publicados em periédico 8
Trabalhos publicados em anais de eventos 15
Apresentagdes de trabalhos (Conferéncia ou palestra) 1
Apresentacdes de trabalhos (Congresso) 6
Apresentagdes de trabalhos (Simpodsio) 1
Apresentagdes de trabalhos (Outra) 2
Producgao técnica
Curso de curta duragdo ministrado (extenséo) 3
Eventos
Participagdes em eventos (congresso) 8
Participagdes em eventos (simposio) 7
Participagdes em eventos (outra) 2
Organizagao de evento (congresso) 1
2

Participagdo em banca de comissées julgadoras (outra)
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Outras informacdes relevantes

1 Membro na Comissao Coordenadora do Programa de Farmacia - Representante dos alunos de Pos-

Graduagéo do Departamento de Andlises Clinicas e Toxicolégicas da FCF-USP (Julho/2017 - Julho/2018).

Monitoria durante a P6s-Graduagao: Disciplina de Fisiopatologia, no curso de Farmacia da FCF-USP
(Fevereiro/2018 - Julho/2018).

Pagina gerada pelo sistema Curriculo Lattes em 06/04/2021 as 17:11:08.
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