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RESUMO

A obesidade pode provocar a secregédo desregulada de adipocinas e respostas pro-
inflamatdrias no tecido adiposo (TA), levando a disfungdo metabdlica. A inflamagéo
cronica de baixo grau instalada na obesidade pode desempenhar um papel na
patogénese de diferentes doencas, incluindo o cancer de mama. Entre os
mecanismos de comunicacdo célula-célula estd a secrecdo de vesiculas
extracelulares (VEs), que podem alterar o comportamento das células
tumorais/estromais e criar um nicho favoravel para a progresséo tumoral. Com isso,
o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de VEs provenientes do tecido adiposo no
comportamento de células do cancer de mama. Amostras de tecido adiposo foram
coletadas de individuos obesos e individuos eutréficos de acordo com o indice de
Massa Corporal. Através de ultracentrifugagdo sequencial isolamos as VEs
provenientes destas amostras. Essas particulas foram caracterizadas através de
analises do didmetro, marcadores proteicos e internalizagcédo pelas células tumorais.
O tratamento com 5ug/mL de VEs do TA obeso ndo alterou a viabilidade celular das
células de cancer de mama MDA-MB-231 e MCF-7, mas reduziu o crescimento celular
e a capacidade de formar coldnias da linhagem MCF-7. Em contrapartida, aumentou
a formacao de col6nias das células MDA-MB-231. Além disso, estas VEs promoveram
aumento da migracéo celular de ambas as linhagens. VEs do TA obeso, mas nao do
TA controle, aumentaram a secre¢ao de TGF-f3 das células MDA-MB-231 e de IL-1a
das MCF-7. Em modelo de obesidade induzida por dieta hiper lipidica, VEs do TA de
camundongos obesos prejudicaram o crescimento celular e promoveram a migragao
de células da linhagem murina de cancer de mama 4T1, quando comparado as células
nao tratadas ou tratadas com VEs de animais controle. Nado observamos diferencas
na secrecgao e expressao de marcadores inflamatdrios de células tratadas ou ndo com
VEs. Estes resultados sugerem que o efeito de VEs do tecido adiposo obeso depende
do tipo celular, mas em consonancia indicam um aumento na capacidade de migragéo
das células do cancer de mama. Estudos adicionais sdo necessarios para identificar
possiveis agentes e mecanismos de agao, nos quais estas vesiculas extracelulares
alteram o comportamento celular e suas consequéncias na progressao do cancer de
mama.

Palavras-Chave: Obesidade. Vesiculas extracelulares. Cancer de mama. Tecido adiposo.



ABSTRACT

Obesity can promote the dysregulated secretion of adipokines and pro-inflammatory
responses in adipose tissue (AT), leading to metabolic dysfunction. Chronic low-grade
inflammation installed in obesity may play a role in the pathogenesis of different
diseases, including breast cancer. Among the mechanisms of cell-cell communication
is the secretion of extracellular vesicles (EVs), which can alter the behavior of
tumor/stromal cells and create a favorable niche for tumor progression. Therefore, the
objective of this work was to evaluate the effect of EVs from adipose tissue on the
behavior of breast cancer cells. Adipose tissue samples were collected from obese
and eutrophic individuals according to BMI. Through sequential ultracentrifugation we
isolated the VEs from these samples. These particles were characterized through
analysis of diameter, protein markers, and internalization by tumor cells. Treatment
with 5ug/mL of EVs from obese AT did not change the cell viability of MDA-MB-231
and MCF-7 cells, but reduced cell growth and the ability to form colonies of the MCF-
7 lineage. On the other hand, colony formation of MDA-MB-231 cells increased. In
addition, these EVs increased the cell migration of both strains. EVs from the obese
AT, but not from the control AT, increased TGF-f3 secretion from MDA-MB-231 cells
and IL-1a from MCF-7 cells. In a high-fat diet-induced obesity model, EVs from the AT
of obese mice impaired cell growth and promoted the migration of murine breast cancer
4T1 cells, when compared to untreated cells or treated with EVs from control animals.
We did not observe differences in the secretion and expression of inflammatory
markers from treated or untreated cells. These results suggest that the effect of EVs
from obese adipose tissue depends on the cell type, but in accordance, they indicate
an increase in the migration capacity of breast cancer cells. Additional studies are
needed to identify possible agents and mechanisms of action in which these
extracellular vesicles alter cellular behavior and their consequences for breast cancer
progression.

Keywords: Obesity. Extracellular vesicles. Breast cancer. Adipose tissue.
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1. INTRODUCAO

1.1 TECIDO ADIPOSO: UM ORGAO ENDOCRINO

Para a espécie humana, além de se apresentar como o principal
reservatorio enérgico do organismo, o tecido adiposo (TA) possui importante fungéo
de protegdo mecanica e isolamento térmico. Nos mamiferos o TA se distingue em
tecido adiposo branco, tecido adiposo marrom e tecido adiposo bege (ZWICK et al.,
2018).

Também conhecido como multilocular, o tecido adiposo marrom é
especializado na producéo de calor, processo conhecido como termogénese. Nele, os
adipdcitos sdo caracterizados pela presenga de muitas goticulas lipidicas de
tamanhos diversos, notavel numero de mitocéndrias e alta expressdo basal da
proteina desacopladora 1 (UCP-1), proteina atuante no processo de termogénese.
Este tecido é particularmente encontrado em animais hibernantes e pequenos
roedores. Nos humanos, atribuia-se sua presenca significativa apenas em neonatos,
entretanto, estudos recentes demonstraram depdsitos de gordura termogénica
também em adultos (MULYA; KIRWAN, 2016).

O tecido adiposo bege é composto por adipdcitos multiloculares que
também possuem a capacidade de converter energia em calor. Esses adipdcitos
possuem baixa expressao basal de UCP-1, porém apds estimulo como exposi¢cao ao
frio, exercicios e alguns hormonios, ocorre um aumento na expressao desta proteina
e consequente produgdo de calor nos adipocitos. Apesar de compartilhar
caracteristicas bioquimicas e metabdlicas com o tecido adiposo marrom, o tecido
adiposo bege se localiza em depésitos de tecido adiposo branco (KAJIMURA, 2017,
WANG; SEALE, 2016).

A maior parte do tecido adiposo presente nos humanos corresponde ao
tecido adiposo branco. Ele é encontrado em todo o organismo, abrangendo regides
subcutaneas e envolvendo 6rgaos da cavidade abdominal. Também chamado de
unilocular, apresenta adipdcitos grandes e esféricos contendo uma unica goticula
lipidica (LUONG; HUANG; LEE, 2019). Uma caracteristica importante € que essas
células possuem grande capacidade de crescimento, fato relacionado a fungéo de
armazenamento de lipidios (KAJIMURA, 2017).
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Com diferentes localizagdes anatdémicas e fungbes metabdlicas, o tecido
adiposo branco pode ser dividido em dois tipos principais: tecido adiposo subcutaneo
e tecido adiposo visceral (ZWICK et al., 2018). O tecido adiposo visceral (presente na
cavidade abdominal) apresenta adipdcitos com maior capacidade lipolitica do que
células do TA subcutidneo. Além disso, &€ mais vascularizado, inervado e com maior
infiltrado de células inflamatdrias. Em contrapartida, os adipécitos do TA subcutaneo
possuem maior capacidade de absorgdo de acidos graxos livres (IBRAHIM, 2010;
LAFONTAN, 2013).

Os principais depdsitos de TA visceral em humanos compreende em
mesentérico, omental, retroperitoneal (envolvendo érgaos intra-abdominais), gonadal
e pericardico (FIGURA 1). O TA subcutaneo esta distribuido em todo corpo humano,
sendo os principais depdsitos ho abdémen, nadegas e coxas. Nos roedores, modelo
mais comumente usados nos trabalhos pré-clinicos sobre obesidade, o tecido adiposo
branco também se distribui em varios depésitos. O TA subcuténeo é encontrado na
parte anterior proximo ao pescogo e axilas, e na parte posterior na regido dorso lombar
até a regiao glutea (inguinal) (FIGURA 1) (BARTNESS et al., 2014). O TA visceral
nestes animais se divide nas regides retroperitoneal, mesentérico e perigonadal. Este
ultimo é frequentemente utilizado na literatura por ser maior e mais acessivel
(CHUSYD et al., 2016; LUONG; HUANG; LEE, 2019).

/ ‘ Subcutaneo y A
| E Pericardico /
|

) Q ”& )
— ’\W {7

Subcutaneos

Mesentérico \

—i— —‘ Subcutaneo

6‘ ;/ Mesentérico

Figura 1. Principais depodsitos de tecido adiposo branco em humanos e roedores.
Esquema das localizagdes de tecido adiposo visceral (Omental, mesentério, perigonadal) e
subcutaneo. Adaptado de Bartness et al., 2014.
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No final da década de 80 quando pesquisadores atribuiram o tecido
adiposo ao metabolismo de esteroides sexuais e alguns anos depois com a
identificacao e caracterizacéo da leptina, ele passava entdo a ser visto ndo somente
como um reservatorio passivo de energia. Hoje, o tecido adiposo é reconhecido como
um 6rgao endécrino capaz de coordenar diferentes processos bioldgicos (FUNCKE;
SCHERER, 2019). Através da secrecdo de moléculas bioativas, conhecidas por
adipocinas, atua tanto a nivel local (de forma autécrina/paracrina) como também a
nivel sistémico. Além de enviar sinais por meio das adipocinas, ele expressa uma
variedade de receptores, permitindo comunicacdo eficiente com outros 6rgaos
(MANCUSO, 2016).

Os adipdcitos sao os principais constituintes do tecido adiposo, que ainda
apresenta: células endoteliais, células tronco mesenquimais, células do sistema
imune, terminais nervosos e vasos sanguineos. Tanto adipécitos como os outros tipos
celulares s&o capazes de secretar adipocinas (BAI; SUN, 2015). Essas moléculas
compde um grupo heterogéneo e podem participar no metabolismo lipidico, balango
energético, angiogénese e resposta inflamatéria (ZORENA et al., 2020).

A leptina, por exemplo, pode agir a nivel hipotalamico, inibindo a fome e
aumentando o consumo de energia. Por outro lado, a adiponectina atua no sistema
nervoso central, estimulando o apetite e reduzindo o gasto energético (ZORENA et
al., 2020). Além disso, estas adipocinas possuem um papel importante na resposta
inflamatdria. Assim como outros exemplos, incluindo o fator de necrose tumoral a
(TNF-a), resistina, interleucina (IL)-1p, IL-6, IL-10, proteina quimiotatica de mondcitos
(MCP-1) e fator de crescimento transformador-B (TGF-B) (FARKHONDEH et al.,
2020).

Dependendo de alteragdes na privagao ou excesso de nutrientes, o tecido
adiposo pode responder de forma dinamica através da hipertrofia e hiperplasia dos
adipdcitos, garantindo a homeostase energética. A expansao saudavel do TA ocorre
através do recrutamento de células precursoras de adipdcitos, vascularizagao
adequada e baixa inflamag¢do (GOOSSENS, 2017). Neste contexto, alguns individuos
podem de certa forma preservar a homeostase do organismo, levando a um quadro
conhecido como obesidade metabolicamente saudavel (OUCHI et al., 2011).

Em condigbes patoldgicas, o remodelamento ou expansdo rapida e
descontrolada do tecido adiposo leva a vascularizagdo deficiente, hipodxia, fibrose,

aumento de infiltrados de células imunes, acompanhada da secregéo desregulada de
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adipocinas com subsequentes respostas pré-inflamatorias, processo caracteristico da
obesidade (KAHN; WANG; LEE, 2019).

1.2 OBESIDADE, INFLAMAGAO E CANCER

A obesidade €& motivo de preocupagdo para a saude publica em todo
mundo, representando uma emergéncia sanitaria, social e econémica. Segundo a
Organizagéo Mundial da Saude (OMS), a prevaléncia da obesidade mais que dobrou
nos Uultimos vinte anos (FIGURA 2), sendo que apenas no ano de 2016
aproximadamente 2 bilhdes de adultos em todo mundo estavam acima do peso,
dentre os quais 650 milhdes com obesidade (OMS, 2016). Apesar dos numeros
expressivos, ainda faltam politicas publicas e agdes eficazes no combate a obesidade

em todo o mundo.
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2016
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Figura 2. Prevaléncia de obesidade no mundo. Porcentagem de individuos adultos obesos
em todo o mundo, nos anos de 1990 e 2016. Adaptado de: ourworldindata.org (2022).

No Brasil, dados do Ministério da Saude indicam que o percentual de adultos

com obesidade também aumentou consideravelmente nos ultimos anos, passando de
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11,6% em 2006 para 20,3% em 2019. Além disso, mais da metade da populagéo
adulta no pais (55,4%) se encontra com excesso de peso (BRASIL, 2019).

De origem multifatorial, a obesidade € uma doenga complexa que pode ser
causada por fatores ambientais, como alimentagéo altamente calérica e sedentarismo,
bem como fatores genéticos, fisioldgicos, psicologicos, socioecondmicos e culturais.
Caracteriza uma condigédo crénica causada pelo excesso de ingestdo caldérica em
relacdo ao gasto de energia, resultando no acumulo anormal de tecido adiposo e
ganho excessivo de peso (REN et al., 2021).

O indice de Massa Corporal (IMC), calculado pela divisdo do peso (Kg) pelo
quadrado da altura (m) € usado pela OMS como base para a defini¢do da obesidade
De acordo com este parametro, o individuo € considerado obeso quando apresenta o
IMC = 30 kg/m?, conforme demonstrado na Tabela 1 (OMS, 2000). O IMC esta
correlacionado positivamente com o risco de doengas cardiovasculares e metabdlicas
(GOOSSENS, 2017). Entretanto, este método de classificagdo n&do considera a
presenca de massa muscular esquelética no organismo e nao indica a distribuigao
corporea de gordura abdominal/periférica. Ainda assim, apesar de apresentar
limitagcbes, € de extrema relevancia para avaliagdes epidemioldgicas da doenca
(O'ROURKE, 2018).

Tabela 1. Classificagédo de individuos adultos de acordo com o IMC

Categoria IMC (Kg/m?)

Abaixo do peso <18,5
Peso normal 18,5-24,9
Sobrepeso 25-29,9
Obesidade =30

Obesidade grau | 30-34,9

Obesidade grau |l 35-39,9

Obesidade grau |ll =40

IMC: indice de Massa Corporal. Adaptado de: OMS, 2000.

A distribuigdo da gordura corporal, associada as diferentes propriedades
funcionais dos depésitos de tecido adiposo branco, € um importante fator de risco
metabdlico (GOOSSENS, 2017). No contexto da obesidade, a disfungéo do tecido
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adiposo subcutaneo pode induzir a deposi¢do ectépica de gordura (tecido adiposo
visceral, musculo esquelético e figado) prejudicando a homeostase metabdlica do
organismo (LONGO et al., 2019). Sabe-se que o acumulo de tecido adiposo visceral
e o decorrente aumento da circunferéncia abdominal, estdo intimamente relacionados
as consequéncias associadas a obesidade, como por exemplo resisténcia a insulina.
Além disso, a obesidade abdominal se apresenta como fator de risco para o
desenvolvimento de doengas como hipertenséo, aterosclerose, esteatose hepatica e
diabetes Mellitus tipo 2 (GOOSSENS, 2017).

O estresse homeostatico desencadeado pelo balango energético positivo
nos adipécitos é o ponto de partida para inflamagé&o crénica presente na obesidade.
Algumas evidéncias indicam que o processo inflamatério pode servir para o
remodelamento e expansao saudavel do tecido adiposo (WERNSTEDT ASTERHOLM
et al., 2014). Como resposta inicial ao excesso de nutrientes absorvidos, a inflamagéao
pode promover a angiogénese como mecanismo para evitar a hipéxia em um tecido
gue se encontra em expansdo. Essa expanséo do TA, por sua vez, surge na tentativa
de evitar a deposicao de lipidios em outros tecidos (como musculo esquelético e
figado, por exemplo). Estes efeitos sdo prejudiciais ao organismo a partir do momento
que a resposta é prolongada e o TA encontra dificuldade de se expandir através da
hiperplasia. Deste modo, ocorre hipertrofia dos adipécitos, fibrose e morte celular
(REILLY; SALTIEL, 2017). Estes eventos desencadeiam respostas imunes inatas e
alteram o repertério imunolégico para um estado pré-inflamatério.

No tecido adiposo obeso os adipécitos podem liberar mediadores pro-
inflamatdrios, como MCP-1, TNF-a e acidos graxos livres, induzindo a ativagao de
macrofagos residentes e recrutando mondcitos para o tecido adiposo (FIGURA 3). A
maioria dos macroéfagos localizados no TA de individuos obesos se organiza em torno
de adipdcitos mortos, formando estruturas semelhantes a coroas. Além da infiltragéo,
a obesidade induz o aumento do numero proporcional de macroéfagos com fenétipo
M1 (pré-inflamatério) em detrimento de macréfagos M2 (anti-inflamatdérios) (PATEL;
BURAS; BALASUBRAMANYAM, 2013). Estes macréfagos, por sua vez, secretam
mediadores inflamatdrios, como TNF-q, IL-6, MCP-1.Esta ligacdo entre adipdcitos e
macréfagos estabelece e mantém o estado de inflamagéo crénica no tecido adiposo
obeso (BAI; SUN, 2015; HILL; BOLUS; HASTY, 2014). A populagédo de células T
também é alterada conforme a progresséo da obesidade, com aumento de células T

citotoxicas e diminuigdo de células T reguladoras. Além disso, a hipdxia ocasionada
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pela hipertrofia dos adipdcitos também pode regular positivamente mediadores pro-
inflamatdrios, como interleucina IL-6, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
leptina e metaloproteinases de matriz MMP-2 e MMP-9 (OUCHI et al., 2011). Outras
células do sistema imune também estdo associadas a inflamagéo do tecido adiposo
obeso: eosindfilos, neutrofilos e células dendriticas, dentre outras agdes, promovem a
infiltracao e polarizagdo M1 dos macréfagos (KAWAI; AUTIERI; SCALIA, 2021).

Fungao metabdlica

Inflamacao
- ~ | | . -~ . ~
Saudavel - funcao Obeso com disfuncao Obeso com disfuncao
metabdlicanormal metabdlicamoderada metabdlicatotal
Célula

Adipécito
necrotico
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Macrofago M2 TCD8: i
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Figura 3. Modulacao patolégica do tecido adiposo. Com expansé&o descontrolada do tecido
adiposo, os adipécitos sofrem hipertrofia, levando a vascularizagdo deficiente, hipéxia e
fibrose. Além do recrutamento de mondcitos, ocorre uma mudanga de perfil fenotipico dos
macrofagos residentes, de M1 para M2; A populagéo de linfécitos T também é alterada. Como
resultado, o tecido adiposo obeso secreta fatores pro-inflamatérios e apresenta disfungao
metabdlica. Adaptado de: Ochi et al., 2011.

Os niveis circulantes de leptina, TNF-a, IL-6 foram correlacionados a
obesidade e sobrepeso, tanto em humanos como em modelos experimentais murinos.
Além disso, estas adipocinas foram associadas a disturbios metabdlicos e
cardiovasculares presentes na obesidade (OBRADOVIC et al., 2021; ZHAOQO;
KUSMINSKI; SCHERER, 2021). A leptina estimula a ativagao de células do sistema
imune e induz a produgédo de citocinas pré-inflamatérias (OBRADOVIC et al., 2021).
Em contrapartida, a adiponectina age de forma antagdnica na fungéo imune, inibindo
a atividade de macrofagos e induzindo a secregéo de citocinas anti-inflamatérias. Os
niveis séricos de adiponectina possuem correlagdo negativa com a obesidade
(TUMMINIA et al., 2019).
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E relevante destacar que a inflamagdo aguda é um importante processo
fisioldgico do corpo em resposta a uma infecgéo ou lesdo. Entretanto, a inflamacéao
cronica, como a apresentada no contexto da obesidade, pode desempenhar um papel
na patogénese de diferentes doengas, incluindo alguns tipos de cancer. O tecido
adiposo obeso favorece o desenvolvimento e progresséo tumoral através da secregao
desregulada de varias adipocinas que possuem efeitos na lipdlise e vias inflamatdérias
(LEE et al., 2015; PARK et al., 2014).

O céancer tem sido descrito como um conjunto de doengas geradas por
anormalidades genéticas, tais como mutagbes em genes supressores e oncogenes,
além de alteragdes epigenéticas, incluindo metilagdo do DNA e modificagdo de
histonas (HANAHAN; WEINBERG, 2011; SHARMA; KELLY; JONES, 2010). Segundo
Hanahan e Weinberg, uma série de altera¢des interferem na fisiologia de uma célula
normal para a transformacéo maligna: autossuficiéncia em fatores de crescimento;
insensibilidade a fatores inibitérios de proliferagéo; capacidade de evasao a apoptose;
potencial replicativo desordenado; angiogénese sustentada; invasdo tecidual e
metastase; reprogramacao do metabolismo da energia celular e evasao da acao de
células do sistema imunoldgico. A aquisicdo desses marcadores esta associada ao
aumento da instabilidade genémica e ao estabelecimento de um microambiente
inflamatdrio, proporcionando as células tumorais a capacidade de sobreviver,
proliferar e disseminar (HANAHAN; WEINBERG, 2011; NEGRINI; GORGOULIS;
HALAZONETIS, 2010).
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1.3 CANCER DE MAMA E OBESIDADE

O cancer de mama recebe destaque pela elevada incidéncia e mortalidade.
Em 2020, correspondeu por cerca de 30% dos novos casos de cancer em mulheres
no Brasil, com mais de 18.000 6bitos (FIGURA 4) (INCA, 2021). No mesmo ano, 2,3
milhdes de mulheres tinham o diagndstico de cancer de mama em todo o mundo,
chegando a 685.000 mortes (WHO, 2021).

Mulheres Mama feminina 66.280 29,7%

Colon e reto 20.470 9.2%
Colo do utero 16.590 7.4%
Traqueia,bronquio e pulmao 12.440 5,6%
Glandula tireoide 11.950 5,4%
Estdmago 7.870 3,5%
Ovario 6.650 3,0%
Corpo do utero 6.540 2,9%
Linfoma n&o Hodgkin 5.450 2,4%
Sistema nervoso central 5.220 2,3%

Figura 4. Incidéncia dos tipos de cancer mais frequentes em mulheres no Brasil.
Numero de casos estimados conforme a localizag&o primaria do tumor em mulheres no Brasil,
2020. Adaptado de: INCA, 2021.

Considerada uma doenca heterogénea, o cancer de mama possui diferentes
formas de classificagdo, como a histolégica ou de acordo com um painel de expresséo
génica (LUKASIEWICZ et al., 2021). Levando em consideragéo o perfil de transcritos,
o0 cancer de mama pode ser classificado em cinco subtipos intrinsecos: HER2
(receptor de crescimento epidérmico humano 2) enriquecido, Luminal A, Luminal B,
Basal-Simile e Baixa Expresséo de Claudina (TURNER et al., 2021).

Importante considerar que subtipos moleculares distintos podem coexistir em
um mesmo tumor, apresentando heterogeneidade de fendétipos celulares. Além disso,
o perfil molecular pode representar um estado provisorio e ndo permanente, isto é,
existem mecanismos que possibilitam a mudanga no fenétipo das células tumorais
(TURNER et al., 2021; YEO; GUAN, 2017).

Uma vez que os ensaios moleculares utilizados para classificagdo do cancer
de mama apresentam custos significativos, subgrupos baseados na anatomia e

marcadores imuno-histoquimicos sao tradicionalmente utilizados para tomada de
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decisbes de tratamento e progndstico. Entre estes parametros estdo: tamanho e grau
do tumor, e marcagbes como do receptor de progesterona (RP), receptor de
estrogénio (RE), HER2 e Ki67 (marcador de proliferagcao celular). Neste contexto, o
cancer de mama pode ser classificado em trés subtipos clinicos principais: luminal
(expressa RE e/ou RP), HER-2+ e triplo negativo (EMENS, 2018).

O tipo luminal pode ainda ser dividido em subtipo A e B. O cancer de mama
luminal A apresenta alta expressao do receptor de estrégeno (RE) e/ou receptor de
progesterona (RP), auséncia de HER2, e baixa expressédo de genes relacionados a
proliferagéo celular, como MKIG7. Apesar de expressarem niveis semelhantes de RE,
o subtipo luminal B se diferencia do A pela expressao variada de RP e HER2, podendo
ser RP negativo e/ou HER2 positivo (LUKASIEWICZ et al., 2021; TURNER et al.,
2021).

Os tumores enriquecidos com HER2 sao caracterizados pela expressao
elevada deste receptor e auséncia dos receptores hormonais de estrogénio e
progesterona. Além disso, também apresentam maior expressdo de genes
relacionados a proliferacao celular. Este grupo representa de 10 a 15% dos canceres
de mama e geralmente possuem crescimento mais acelerado quando comparado aos
luminais (LUKASIEWICZ et al., 2021; TURNER et al., 2021).

A auséncia dos receptores hormonais (estrogénio e progesterona) e do HER2
€ caracteristica do cAncer de mama triplo negativo, que correspondem a cerca de 20%
de todos os tumores de mama. Sua prevaléncia € mais comum em mulheres mais
jovens, abaixo dos 40 anos, e muitas vezes associados a um pior prognostico
(GARRIDO-CASTRO; LIN; POLYAK, 2019). Estes tumores constituem um grupo
heterogéneo e como a auséncia dos receptores € uma propriedade de grande
relevancia clinica, o termo triplo negativo muitas vezes é utilizado na literatura para
designar outros subtipos moleculares como o basal-simile. De fato, entre 50 a 70%
dos tumores TN s&o classificados como basais (PRAT et al., 2010).

E justamente na possibilidade de terapias particulares que a pratica clinica se
norteia, buscando preservar os pacientes de procedimentos como a quimioterapia.
Por exemplo, a terapia anti-estrogénio é recomendada para o tratamento de tumores
que apresentam superexpressao de RE, enquanto anticorpos monoclonais anti-HER?2
(como Trastuzumabe e Pertuzumabe) s&o utilizados no tratamento dos tumores que

superexpressam HER2 (HARBECK et al., 2019). Devido ao fenétipo molecular e alta
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heterogeneidade do grupo, os tumores TN ainda carecem de terapias alvo eficazes,
tornando a quimioterapia o principal tratamento nesses casos (YIN et al., 2020).
Além da obesidade ser um fator de risco para o cancer de mama, sabe-se que

diferentes tratamentos em pacientes com obesidade, sdo menos eficazes do que em
pacientes ndo obesas (LEE et al., 2019). E importante destacar que além da
obesidade, outros fatores sdo considerados de risco para o cancer de mama, entre
eles, sexo feminino, idade avangada, histérico familiar da doenga, mutacdes genéticas
(como nos genes BRCA1 e BRCA2), sedentarismo, consumo excessivo de alcool,
ingestao de alimentos processados, tabagismo (LUKASIEWICZ et al., 2021).

Segundo Bowers e colaboradores, em mulheres na pds-menopausa a
obesidade aumenta o risco de cancer de mama em aproximadamente 40% (BOWERS
et al., 2013). Estudos mostraram o aumento da recorréncia metastatica, diminuicéo
do intervalo livre de doenca e diminuigdo na sobrevida em pacientes de cancer de
mama com obesidade (MAJED et al., 2007; PORTER et al., 2006). Curiosamente, a
obesidade também pode ter efeito na promog¢édo do cancer de mama triplo negativo
pela acdo do estrogénio, por mecanismos independentes do seu receptor (CHEN;
DING; WANG, 2016; GUPTA et al., 2007; SUN et al., 2017).

Como mencionado anteriormente, a secregdo desregulada de adipocinas
presente no contexto da obesidade, tem um importante papel na patogénese e
desenvolvimento do céncer. Estudos identificaram que niveis séricos de leptina
estavam correlacionados positivamente tanto com a obesidade, como a presenca e
pior progndstico do cancer de mama (CHEN et al., 2006; SULTANA et al., 2017). Além
disso, em comparacao ao tecido mamario normal, a expressao do receptor da leptina
também é aumentada no tumor (SANCHEZ-JIMENEZ et al., 2019). Alshaker e
colaboradores demonstraram que o gene deste receptor estava com niveis elevados
em pacientes com maior IMC e nas metastases de tumores RE-negativos
(ALSHAKER et al., 2014). A leptina também foi associada a regulagdo positiva do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e seu receptor tipo 2 (VEGFR2),
induzindo a angiogénese no cancer de mama (ZHOU; GUO; GONZALEZ-PEREZ,
2010). Em contrapartida, a adiponectina apresenta uma correlagdo negativa a
progressdo tumoral (SONI; TORVUND; MANDAL, 2021). Interessantemente, a
propor¢do nos niveis das duas adipocinas, adiponectina e leptina, € um fator

importante na tumorigénese do cancer de mama (GROSSMANN et al., 2010).
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Niveis elevados de IL-6 também vem sendo correlacionados a um pior
prognostico e metastase do cancer de mama (CHEN et al., 2022). A regulagéo positiva
de IL-6 presente na obesidade, foi apontada como um dos possiveis mecanismos de
resisténcia a terapia anti-VEGF neste tipo de tumor (INCIO et al., 2018). Um estudo
mostrou que IL-6 secretada por pré-adipécitos aumentou a proliferagéo, migracdo e
invaséo celular in vitro. Além disso, em modelo tumoral de xenoenxerto, coinje¢do de
pré-adipdcitos aumentou, ao passo que a neutralizagdo de IL-6 inibiu o crescimento
do tumor de mama (KIM et al., 2018). O TNF-a é outra adipocina pro-inflamatdéria
aumentada na obesidade e associada a progressao deste tipo de cancer, agindo na
migragao e invasao das células tumorais (ASIEDU et al., 2011; LIANG; ZHANG,; FU,
2007). Além disso, o TNF-a induz a secrecao de leptina e IL-6 no tecido adiposo
(DEVERICKS et al., 2022). A familia de citocinas IL-1 também foi descrita como
importante agente pré-tumoral, atuando principalmente nos processos de invaséo e
metastase 6ssea (NUTTER et al.,, 2014; TEMPLETON et al.,, 2015; TULOTTA;
OTTEWELL, 2018).

A metastase € um processo complexo e representa a principal causa de
morte em pacientes com cancer de mama. Primeiramente, as células tumorais
derivadas do epitélio adquirem a capacidade de migrar e invadir, permitindo o
intravasamento para circulagdo. Essas células devem sobreviver em condicdes
adversas, como a perda de adesao ao substrato, e algumas conseguem extravasar
da circulagéo e se infiltrar em um local distante para formar um nicho metastatico
(ANNETT; MOORE; ROBSON, 2020).

Durante as etapas iniciais da metastase as células tumorais passam por
um dindmico evento morfogenético chamado de transigdo epitélio-mesenquimal
(TEM). E durante este processo que as células epiteliais adquirem um fenétipo
mesenquimal, proporcionando forte capacidade de migracéo e invas&o. Para isso
acontecer, comumente ocorrem uma série de modificagdes, incluindo a perda de
adesao e juncao celular, reorganizacdo do citoesqueleto e alongamento celular
(SAITOH, 2018).

A inflamacgao cronica tem sido associada a promog¢ao da TEM em diversos
tipos de tumores (COHEN et al., 2015; SUAREZ-CARMONA et al., 2017). Um estudo
mostrou que a obesidade induzida por dieta hiperlipidica em camundongos, promoveu
a transicdo epitélio-mesenquimal das células tumorais, impulsionando o

desenvolvimento e metastase do cancer de mama triplo negativo (BOUSQUENAUD
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et al.,, 2018). Em um trabalho semelhante, este efeito foi associado com a via de
sinalizagao da leptina (BOWERS et al., 2018). A relag&o entre TEM e inflamagé&o tem
sido descrita a partir da agdo de um ou mais mediadores inflamatérios. Asiedu e
colaboradores constataram que a acdo de TGF-3 em sinergia com TNF-a foi capaz
de promover a TEM em células tumorais de mama (ASIEDU et al.,, 2011). Este
processo também foi estimulado pela sinalizagdo da via IL-6/STAT3 (GYAMFI et al.,
2018). Além disso, TNF-q, IL-6 e IL-1B produzidos por macréfagos, foram capazes de
induzir a secregdo de TGF-B, promovendo a TEM e aumentando a migragdo em
células da linhagem MCF-7 (SINGH; SHANKAR; SAINIS, 2014).

Além das tumorais, diferentes tipos de células compdem o microambiente
do tumor, incluindo fibroblastos, adipdcitos, células endoteliais e imunes, juntamente
com componentes da matriz extracelular (FIGURA 5)(BAGHBAN et al., 2020). As
células tumorais podem reprogramar e controlar a fungédo das células estromais, de
forma a suportar o crescimento tumoral e metastase (ZHAO et al., 2020). Além da
inflamacé&o local do tecido adiposo mamario, sabe-se que a inflamagédo de outros
depdsitos de TA apresenta consequéncias sistémicas na progressdo do cancer de
mama (HOWE et al., 2013). Dentre os mecanismos de comunicagao entre as células
estdo as vesiculas extracelulares, podendo atuar tanto a nivel local, como sistémico
(ZHANG et al., 2019).
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Figura 5. Microambiente tumoral. Além das células tumorais, outros tipos celulares, bem
como vasos sanguineos e matriz extracelular compde o microambiente do tumor. Adaptado
de: Zhao et al., 2020.



32

1.4 VESICULAS EXTRACELULARES E A COMUNICAGAO ENTRE CELULAS

Descritas inicialmente como uma forma de eliminagdo seletiva de
componentes celulares, hoje se sabe que as vesiculas extracelulares (VEs) séo
importantes agentes de comunicagéo célula a célula. Essas vesiculas podem interagir
de diferentes formas com a célula alvo, incluindo ativagédo de receptores de superficie
e através do transporte de moléculas biologicamente ativas, como proteinas,
mediadores lipidicos e acidos nucléicos (ZHANG et al., 2019). As VEs compreendem
um grupo heterogéneo de vesiculas e comumente séo classificadas em 3 subgrupos
principais: microvesiculas, exossomos e corpos apoptéticos, que podem diferir em sua
biogénese, morfologia, tamanho e composi¢dao (DOYLE; WANG, 2019).

As microvesiculas sdo um grupo de vesiculas extracelulares que se
originam por brotamento direto da membrana plasmatica. E um grupo com grande
diversidade de tamanho, variando de 100 nm a 1um. Os corpos apoptoéticos também
sdo vesiculas heterogéneos considerando o didmetro, podendo variar de 50 nm a
5000 nm. Eles s&o liberados pelas células mortas através da separagdo da membrana
plasmatica apds perturbagéo hidrostatica (WILLMS et al., 2018).

Os exossomos, por sua vez, apresentam o tamanho que varia de 30 a 150
nm. Estas VEs séo envoltas por uma bicamada lipidica e carregam uma variedade de
conteudo citoplasmatico, de acordo com a natureza da célula doadora. Entre os
componentes transportados pelos exossomos estdo proteinas, lipidios, e acidos
nucleicos como DNA, mRNA e microRNA (FIGURA 6) (LLORENTE et al., 2013).
MicroRNAs sdo moléculas nao codificantes que podem regular negativamente a
expressdo de determinado gene. Esse tipo de RNA é o mais encontrado nos
exossomos, refletindo no grande numero de trabalhos que os correlacionam (ZHANG
et al., 2015).

A nomenclatura e definigdo das vesiculas extracelulares passou por
mudancas ao longo do tempo, principalmente pela dificuldade de padronizagédo das
metodologias de obtengdo e pela falta de marcadores especificos para alguns
subtipos, como exossomos e microvesiculas. Por essa razdo, desde 2018,
pesquisadores da Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares recomendam
0 uso de termos mais descritivos, baseados em aspectos como, tamanho das
particulas, composicéo bioquimica e células/tecido de origem (THERY et al., 2018).
Em relacdo ao tamanho por exemplo, considera-se como VEs pequenas (pVEs)

aquelas menores que 200nm, enquanto VEs médias/grandes aquelas maiores que
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200nm (THERY et al., 2018). Entretanto, além de uma vasta literatura publicada
anteriormente com a nomenclatura baseada na biogénese, ainda hoje, muitos
pesquisadores preferem utiliza-la, principalmente para definicdo de exossomos
(WITWER; THERY, 2019).

De origem endocitica, os exossomos se formam dentro de corpos
multivesiculares. Estas estruturas sdo compartimentos endossomais ricas em
vesiculas intraluminais, que por sua vez englobam componentes citoplasmaticos
como proteinas e acidos nucleicos. Os corpos multivesiculares podem se fundir com
a membrana plasmatica da célula, liberando as vesiculas intraluminais para o meio
extracelular, que a partir deste momento passam a ser denominadas exossomos. Em
alternativa, estes corpos multivesiculares podem ser enviados ao lisossoma para que
sejam degradados juntamente com seu conteudo (FIGURA 7) (RAPOSO;
STOORVOGEL, 2013; RECORD et al., 2018).
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Figura 6 - Estrutura e composi¢cao dos exossomos. Exossomos sdo compostos de uma
bicamada lipidica e podem carrear proteinas, acidos nucleicos, lipidios e metabdlitos.
Adaptado de: Gurung et al., 2021.

Dentre os mecanismos relatados neste processo de biogénese, a via que
envolve proteinas do Complexo de Triagem Endossomal Necessario para Transporte
(endossomal sorting complex required for transport - ESCRT) recebe destaque. A

maquinaria deste complexo participa da formacdo e secrecdo das vesiculas
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intraluminais, bem como do transporte de corpos multivesiculares. Por esse motivo,
componentes do ESCRT e outras proteinas acessérias sao comumente encontradas
nos exossomos, entre elas ALIX, TSG101, HSP70 e HSP90. Estudos indicaram que
a biogénese dos exossomos pode acontecer por outros mecanismos, independentes
de ESCRT (GURUNG et al., 2021; KALLURI; LEBLEU, 2020). Um exemplo é a
participacéo das tetraspaninas, uma familia de proteinas integrais de membrana, que
também desempenham um importante papel nesse processo. Por esse motivo, as
tetraspaninas como CD9, CD63 e CD81, frequentemente sdo usadas como
biomarcadores de exossomos (ZHANG et al., 2015). Em contrapartida, por haver
menor interacdo de endossomos com o aparelho de Golgi e reticulo endoplasmatico
durante a formagdo dos exossomos, proteinas associadas a estas organelas se
encontram em niveis mais baixos nessas vesiculas, e sendo comumente utilizadas

como marcadores ndo exossomais, como € o caso da Calnexina (ZHANG et al., 2015).
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Figura 7. Biogénese e secrecao de exossomos. Exossomos tem origem endocitica e sdo
liberados para o meio extracelular pela fusao de corpos multivesiculares com a membrana
plasmatica. Adaptado de: Kalluri et al., 2020.
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Apos serem liberados, os exossomos se ligam a célula-alvo e podem
interagir diretamente com receptores extracelulares ou através da liberagcéo da carga
dentro da célula. Este mecanismo pode acontecer via fusdo direta com a membrana
plasmatica ou internalizagdo por meio de fagocitose, endocitose mediada por
clatrina/caveolina, entre outras (RECORD et al., 2018).

Presente na maioria dos fluidos biolégicos, os exossomos podem ser
encontrados na urina, plasma e saliva. Como o conteudo dessas VEs depende da
origem celular e condi¢des fisiolégicas, concentracbes e composicdo dessas
vesiculas circulantes podem servir como biomarcadores para algumas doencgas,
incluindo diversos tipos de tumores (DOYLE; WANG, 2019; ZHANG et al., 2019).

As células tumorais sdo capazes de se comunicar com o microambiente
circundante através da secrecado de exossomos. Por intermédio da transferéncia do
conteludo bioativo, essas vesiculas podem alterar o comportamento das células
estromais e criar um nicho pré-tumoral, atuando nos processos de angiogénese,
invasao e evasdo da vigilancia imunoldgica (WILLMS et al., 2018). Além disso, ao
entrar na circulagéo e alcangar 6rgaos distantes, os exossomos podem favorecer a
formacgao do nicho pré-metastatico (BEBELMAN et al., 2018).

Em um modelo murino de céncer de mama, Yang e colaboradores
observaram que houve um aumento do crescimento tumoral e metastase em
camundongos tratados com exossomos derivados das linhagens tumorais MDA-MB-
231 e MCF-7, comparados aqueles inoculados com exossomos provenientes da
linhagem epitelial normal de mama MCF-10A. Além disso, eles observaram que os
exossomos das linhagens tumorais promoveram a ativacao de fibroblastos que por
sua vez favoreceram a migragao e invaséo celular via miR-146a (YANG et al., 2020).
Exossomos de células de cancer de mama quimiorresistentes, induziram a transigcéao
epitélio-mesenquimal e a quimiorresisténcia de células tumorais sensiveis, através do
transporte do miR-155 (SANTOS et al., 2018). Outros estudos também constataram a
participacédo de diversos miRNAs exossomais na proliferagdo e metastase do cancer
de mama (MEDEIROS; ALLAN, 2019; WANG et al., 2020; ZHOU et al., 2014). Fong
e colaboradores mostraram que exossomos derivados de células tumorais auxiliaram
a metastase, através da reprogramacado metabolica de células normais no nicho
metastatico (FONG et al., 2015).

Os efeitos dessas VEs na resposta do sistema imune contra o cancer de

mama também foram investigados. Estudos mostraram que exossomos de células
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tumorais foram internalizados por macrofagos e induziram a polarizagdo M2,
favorecendo o crescimento e metastase tumoral em modelo murino (PIAO et al., 2017;
XUN et al., 2021). O tratamento com 20ug de exossomos derivados da linhagem
tumoral murina 4T1, induziu a produgédo de IL-1B3, IL-6 e TNF-a em macroéfagos,
favorecendo a progresséo do tumor (GUO et al., 2020). Também em modelo murino,
Sunyoung e colaboradores identificaram que exossomos provenientes de células
tumorais, induziram a via IL-6/STAT3 em macréfagos derivados da medula dssea,
regulando citocinas pro e anti-inflamatérias e criando um ambiente proé-tumoral (HAM
et al., 2018). Prejudicando a imunovigilancia, PD-L1 (Programmed-Death Ligand 1)
exossomal de células tumorais, inibiu a ativagao e resposta de células T in vitro e in
vivo (YANG et al., 2018). Inicialmente, os estudos sobre a participagédo de VEs no
microambiente tumoral desconsideravam, em sua maior parte, os efeitos daquelas
provenientes de células estromais. Atentando para uma via de mao dupla, trabalhos
recentes tém relatado o papel dessas VEs em processos importantes da progressao
de diversos tipos de tumores (LI; NABET, 2019)

Fibroblastos associados ao cancer favoreceram a proliferagéo, migracao e
invasao in vitro de células MDA-MB-231 e MCF-7 através de exossomos. Além disso,
observou-se que miR-500a-5p, superexpresso nos exossomos desses fibroblastos,
foi capaz de promover a transicéo epitélio-mesenquimal e aumentar o crescimento e
metastase tumoral em modelo murino de xenoenxerto (CHEN et al., 2021). Dou e
colaboradores mostraram que exossomos derivados de fibroblastos foram capazes
de aumentar a expressdo de PD-L1 em células do cancer de mama, induzindo a
apoptose de células T e prejudicando a resposta imune (DOU et al., 2020).
Interessantemente, um trabalho demonstrou que exossomos liberados por células T
infiltradas no tumor, aumentaram a morte de células tumorais. Foi observado que
estes exossomos continham PD-1 ligado a membrana, e através disso foram capazes
de promover a internalizacédo de PD-L1 das células tumorais e formar aglomerados
com os exossomos secretados por essas células, suprimindo a ligagdo PD-1/PD-L1 e
aumentando a atividade antitumoral (QIU et al., 2021).

VEs provenientes de adipdcitos diferenciados de células tronco
mesenquimais, foram incorporadas e promoveram a proliferacdo, migracdo e
quimiorresisténcia de células MCF-7 (WANG et al., 2019b). Adipécitos humanos
induziram a transigéo epitélio-mesenquimal de células de cancer de mama, através

da liberacdo destas vesiculas. Além disso, o estudo demonstrou que este efeito foi
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ainda maior quando se utilizou exossomos de adipdcitos provenientes de pacientes
com diabetes tipo 2, evidenciando o papel das células metabolicamente anormais
neste tipo de tumor (JAFARI et al., 2021).

Apesar do aumento expressivo no numero de trabalhos envolvendo
vesiculas extracelulares e diversos tipos de tumores, o papel dessas vesiculas
provenientes do tecido adiposo ainda é pouco estudado. Além disso, considerando
que o conteudo transportado por elas esta relacionado com a fisiologia do tecido de
origem, compreender seu papel ha promog¢ao e progressao do cancer de mama no

contexto da obesidade, é de grande relevancia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os efeitos de vesiculas extracelulares provenientes do tecido

adiposo na biologia de células do cancer de mama.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar as vesiculas extracelulares isoladas do tecido adiposo.

e Auvaliar os efeitos in vitro das vesiculas extracelulares provenientes
do tecido adiposo na viabilidade, crescimento, capacidade
clonogénica e migragao de células do cancer de mama.

e Analisar a producdao de mediadores inflamatérios nas células
tumorais de mama tratadas com vesiculas extracelulares do tecido

adiposo obeso e eutrofico.



39

3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para o desenvolvimento do presente estudo elaboramos o delineamento
experimental representado na Figura 8. Amostras humanas e murinas de tecido
adiposo (obeso e eutrdfico) foram coletadas para obtencao de VEs. Logo em seguida,
realizamos a caracterizagdo dessas vesiculas através do tamanho, marcadores
proteicos e capacidade de internalizagdo nas células. Linhagens celulares de cancer
de mama, humanas (MDA-MB-231 e MCF-7) e murina (4T1), foram tratadas com
respectivas VEs. O efeito nas células tumorais foi avaliado através de ensaios
funcionais de viabilidade celular, formag¢do de colbnias e migracao. Além disso

avaliamos o efeito das VEs do TA na secre¢éo de mediadores inflamatorios.

Camundongos
Amostras humanas e R (CS7BL/69)
de tecido adiposo Obesidade | Dieta Hiperlipidica por
12 semanas

Amostras murinas
de tecido adiposo

VEs derivadas
do tecido adiposo

l Tamanho das particulas
Marcadores proteicos
Incorporacgao pelas células
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Figura 8. Esquema do delineamento experimental. De modo geral, isolamos as vesiculas
extracelulares do tecido adiposo (obeso e eutrdfico), tanto em amostras humanas, como em
amostras murinas. ApOs caracterizagao destas vesiculas extracelulares, buscamos avaliar
seus efeitos no comportamento de células do cancer de mama. Fonte: elaborada pelo autor
(2022).
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3.2 MODELO DE OBESIDADE INDUZIDO POR DIETA EM CAMUNDONGOS
C57BL/6

Sob aprovagdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) (nimero
038/2019) foram utilizados camundongos C57BL/6, com idade entre 4 e 6 semanas
obtidos do Biotério do Centro de Biologia da Reprodugéo, da Universidade Federal de
Juiz de Fora. Os animais foram acondicionados em gaiolas e mantidos em alojamento
com ciclo de fotoperiodo de 12h claro/12h escuro durante todo o periodo experimental.
Foram distribuidos aleatoriamente em grupos controle (alimentados com dieta padrao-
Nuvilab) e obeso (alimentados com dieta hiperlipidica, produzida em nosso
laboratério). Para producao da ragéo hiperlipidica, os ingredientes foram pesados,
homogeneizados e a massa obtida foi armazenada e conservadas a -20°C. As
quilocalorias da ragao hiperlipidica tinham como fonte: 28,6% de carboidratos, 14,4%
de proteinas e 57% de lipideos (TABELA 02). Por sua vez, a ragdo padrao
apresentava em sua composi¢ao nutricional: 55% de carboidratos, 22% de proteinas

e apenas 4,5% de lipideos.

Tabela 2: Composicao da dieta hiperlipidica

Ingredientes g/Kg
Caseina 200,0
Sacarose 100,0
Amido de milho 115,5
Amido Dextrinizado 132,0
Banha 312,0
Oleo de soja 40,0
Celulose 50,0
Mistura de minerais AIN-93 35,0
Mistura de vitaminas AIN-93 10,0
L-cistina 3,0
Bitartarato de Colina 2,5

Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Os animais foram pesados individualmente uma vez a cada semana

durante todo o periodo experimental. Para o calculo do consumo de ragao por gaiola,
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cada semana realizamos a pesagem da ragéo ofertada e da sobra. Apds 12 semanas
de dieta, os animais foram eutanasiados e o tecido adiposo perigonadal de cada
animal foi retirado com auxilio de pinga e tesoura, foi entdo pesado e seguiu para o

isolamento de VEs como descrito na préxima secéo.

3.3 OBTENGAO DE VESICULAS EXTRACELULARES DO TECIDO ADIPOSO

As VEs foram isoladas do tecido adiposo de camundongos (como descrito
anteriormente na segéo 3.2) e a partir de amostras humanas. Para este procedimento,
o projeto foi submetido (numero: 85521518.4.0000.5147) e aprovado (parecer:
5.321.687) pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Juiz de Fora. As
amostras de tecido adiposo foram coletadas de voluntarios com obesidade
submetidos a cirurgia bariatrica (IMC>35) e voluntarios eutréficos (IMC>18 e <25)
submetidos a cirurgias abdominais. Tanto para o processamento das amostras
humanas, assim como das murinas, o tecido adiposo foi fragmentado em pequenos
pedagos com auxilio de pinga e bisturi. Os pedacgos de tecido foram ent&o cultivados
em placas de petri (Sarsted, Alemanha) em DMEM suplementado com penicilina,
estreptomicina (100 ug/mL) mantidas a 37°C e 5% de CO2. Apds 24 horas, o meio
condicionado da cultura de tecido foi coletado para o isolamento das VEs pelo método
de ultracentrifugag¢éo (FIGURA 9). Primeiramente, o meio condicionado foi submetido
a 3 etapas de centrifugacéo, onde o sobrenadante de cada etapa passou para a
seguinte (300g por 15 minutos, 2000g por 15 minutos e a 20000g por 45 minutos)
todas a 4°C. O sobrenadante proveniente desta ultima centrifugacao foi entao filtrado
(0.22 mm) e ultracentrifugado a 100000g, por 70 minutos a 4°C. O pellet resultante foi
ressuspendido em PBS (tampado fosfato salina), filtrado em 0.22 mm, e
ultracentrifugado novamente sob as mesmas condig¢des. Finalmente o pellet obtido foi
ressuspendido em aproximadamente 100 microlitros de PBS (filtrado), aliquotado em
microtubos e congelados a -80°C. Cada amostra de VEs foi descongelada por no

maximo 2 vezes.
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Figura 9.Esquema do protocolo de isolamento das vesiculas extracelulares. O meio de
cultura do tecido adiposo foi coletado apds 24 horas e iniciou-se o processo de obtencgio das
VEs pelo método de ultracentrifugagédo. Fonte: elaborada pelo autor (2022).

3.4 CARACTERIZAGAO DAS VESICULAS EXTRACELULARES

3.4.1 Analise da expressao de proteinas por western blot

Para verificar a expressdo de CD81 e calnexina, nés utilizamos pontos
diversos do processo de isolamento das VEs do tecido adiposo obeso: o pellet final
da ultracentrifugagdo (contendo as particulas desejadas) e o sobrenadante da
primeira ultracentrifugagéo a 100000g (amostra sem vesiculas). A extragao proteica
das VEs isoladas foi realizada através da adigéo de 1% de Triton X-100 e inibidores
de proteases e fosfatases. Apds 30 minutos em gelo, a amostra foi sonicada por 30
segundos e em seguida condicionada por mais 30 minutos em gelo. A dosagem do
conteudo proteico presente nas amostras foi realizada através do método de Bradford,
utilizando o reagente Bio-Rad protein assay dye (Bio-Rad Laboratories, CA, EUA)
contendo o composto Comassie Blue. As proteinas provenientes dos lisados foram
entao separadas mediante SDS-PAGE em gel de acrilamida por aproximadamente 1
hora, 300V e 50mA. Em seguida as proteinas foram transferidas para membranas de
PVDF do Kit de transferéncia Trans-Blot Turbo™Transfer system (Bio-Rad
Laboratories, CA, EUA) (7 minutos, 100V, 300mA). As membranas de PVDF contendo
as proteinas foram entdo incubadas com o anticorpo primario especifico diluido em
TBS-Tween (0,1% Tween-20, 10 mM Tris, 150mMNaCl, pH 7.4), overnight a 4°C e
sob agitagéo. No dia seguinte, as membranas foram lavadas 3 vezes com TBS-Tween
por 10 minutos e incubadas com respectivos anticorpos secundarios (conjugados ao
HRP) diluidos em TBS-Tween por 90 minutos, em temperatura ambiente, também sob
agitagdo. As membranas foram lavadas 5 vezes por 10 minutos com TBS-Tween e
reveladas com kit de detecgédo de quimiluminescéncia (ECL detection kit, Immobilon,
Merck-Millipore) no instrumento Chemidoc (Chemidoc™ Touch, BIO-RAD). Como

anticorpos primarios foram utilizados Anti-CD81 (sc-166029, Santa Cruz), Anti-
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Calnexina (sc-23954, Santa Cruz) e FABP4 (Santa Cruz), todos diluidos a 1:500. Os

respectivos anticorpos secundarios utilizados foram diluidos a 1:2000.

3.4.2 Analise do tamanho das vesiculas extracelulares por espalhamento
dinamico da luz.

O diametro das particulas foi analisado pela técnica de espalhamento

dindmico da luz (DLS - do inglés, Dynamic Ligth Scattering) que permite determinar o

perfil da distribuicado de tamanhos das particulas. Os isolados de VEs foram diluidos

250 vezes em PBS filtrado (0.22 mm). O sobrenadante foi transferido para cubetas de

vidro para medig&o do didmetro no equipamento Zetasizer Nano (Malvern).

3.4.3 Quantificagdo proteica das amostras de vesiculas extracelulares.
Ap6s a obtengdo das VEs, uma aliquota da amostra foi destinada a
dosagem do conteudo proteico com a utilizagdo do kit Micro BCA ProteinAssay

(Thermo Fisher Scientific, EUA), seguindo a metodologia proposta pelo fabricante

3.4.4 Analise da internalizacdo das vesiculas extracelulares pelas células
tumorais.

Para visualizac&o da internalizagdo das VEs, as células foram previamente
plagueadas em placas de 24 pogos, contendo uma laminula de vidro em cada pogo,
e apos 24h iniciou-se a marcagao. Primeiramente, amostras de VEs do tecido adiposo
obeso ou do meio condicionado livre de VEs, foram diluidas em PBS para
concentragao proteica final de 50ug/mL e volume final de 500ul. As amostras foram
entdo depositadas em tubos de ultracentrifuga e 3ul da sonda lipofilica PKH26 (Sigma-
Aldrich, EUA) foram adicionados em cada um deles. Um tubo adicional contendo
apenas PBS mais 3yl de PKH26 foi utilizado como controle da marcagdo. Apés 3
minutos de incubagdo, acrescentou-se em cada tubo 1mL de PBS suplementado com
5% de SFB livre de exossomos. As amostras foram entdo preenchidas com DMEM e
ultracentrifugadas a 110000g por 1h a 4°C para lavagem do excesso de marcagéo.
Apo6s este processo, o meio foi retirado e o pellet final contendo cerca de 100yl foi
utilizado para tratamento das células. As células MDA-MB-231 e MCF-7 foram entédo
tratadas com 15ul do respectivo grupo amostral marcado com PKH26. Apos 4 horas

de tratamento, o meio foi retirado, os pogos lavados com PBS e as células fixadas em
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paraformoldeido 4% por 20 minutos. As células foram lavadas 2 vezes com PBS e
entao incubadas com Hoechst (Sigma-Aldrich, EUA) na diluigdo 1:2000 por 5 minutos
no escuro. As células foram entao lavadas por 3 vezes com PBS e as laminas foram
preparadas com meio de montagem para visualizagdo em microscépio confocal Leica
DMIG000CS.

3.5 CULTURA CELULAR

Foram utilizadas as linhagens humanas de carcinoma mamario MDA-MB-
231 (subtipo triplo negativo) e MCF-7 (subtipo luminal A), e a linhagem murina 4T1
(subtipo triplo negativo). Todas elas cultivadas em placas de cultura (Sarstedt,
Alemanha) meio DMEM (Gibco, EUA) pH 7,2, suplementado com 10% de SFB
(Sigma-Aldrich, EUA). As placas de cultura foram mantidas em estufa a 37°C, em
atmosfera contendo 5% de CO2. As culturas foram subcultivadas sempre que
necessario; geralmente em condi¢des de 80% de confluéncia. Para tal, utilizamos PBS
para lavagem e tripsina para remogéo das células. As células foram submetidas ao
tratamento com VEs provenientes do tecido adiposo obeso e eutréfico (quando
indicado). Para todos os experimentos realizados, foi realizado o tratamento na
concentragao de 5ug/mL de VEs para as linhagens humanas MDA-MB-231 e MCF-7
e de 1,5ug/mL de VEs para a linhagem 4T1.

3.6 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

O efeito das VEs do tecido adiposo na taxa de viabilidade das linhagens
MDA-MB-231, MCF-7 e 4T1 foi avaliado a partir da contagem do numero de células
ao longo do tempo. Para isso, a mesma quantidade de células foi plaqueada para
cada grupo experimental em placas de 24 pogos (5x10° células por poco para as
linhagens MDA-MB-231 e MCF-7, 1x10°® células para a linhagem 4T1; todas em
volume final de 500 uL). Apds 24 horas de plagueamento, as células foram lavadas
com PBS e adicionou-se meio completo contendo ou ndo VEs obtidas de tecido
adiposo. Apés 48, 72 e 96 horas de tratamento, as células foram tripsinizadas e
contadas com o auxilio do Azul de Trypan (15250-061, Life Technologies, EUA) em
camara de Neubauer. Para os graficos de “numero de células” foram consideradas

apenas as células vivas. Para os graficos de viabilidade foram consideradas as
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porcentagens de células vivas em relagao ao numero total (células vivas + mortas).

Os experimentos foram realizados em triplicata técnica e bioldgica.

3.7 ENSAIO DE FORMAGAO DE COLONIAS
Para este ensaio, 200 células das linhagens MDA-MB-231 e MCF-7 foram

plagueadas em placas de 12 pogos. Apds 24 horas, os pogos foram lavados com PBS-
1X e um novo meio completo contendo o respectivo tratamento foi adicionado. Apds
7 dias, as placas foram lavadas com PBS e fixadas com 1mL de paraformaldeido 3,7%
por 15 minutos. A coloragéo das colbnias foi realizada através de cristal violeta 0,5%
por 5 minutos. Em seguida, as placas foram lavadas com agua destilada para remogéao
do excesso de corante e fotografadas. O numero de colénias foi obtido com o auxilio

do software ImagedJ.

3.8 ENSAIO DE CICATRIZAGAO

Para avaliar a migragédo celular, as células foram plagueadas com meio
completo em placas de 24 pogos. As linhagens MDA-MB-231, MCF-7 e 4T1 foram
plagueadas respectivamente nas densidades de 7x104, 1x10%, 5x10% células por poco.
Apo6s 24 horas do plaqueamento, as células foram lavadas duas vezes com PBS-1X
e um novo meio de cultura sem SFB foi adicionado. Apds 12 horas, ao atingirem cerca
de 90-95% de confluéncia, foi feito um risco no meio de cada pogo com auxilio de
ponteiras p200. Os pogos foram lavados com DMEM sem SFB para remogéo total das
células que se desprenderam. Para cada poco foi adicionado meio DMEM contendo
0,5% de SFB e com a respectiva concentracao de VEs diluida. Logo em seguida,
considerando o momento do risco como tempo inicial, as placas foram levadas para
aquisicao de imagens com auxilio de microscépio invertido acoplado a camera
fotografica. Cada pogo foi analisado em dois pontos distintos e estes mesmos pontos
foram analisados 24 e 48 horas apdés o tratamento/risco. Previamente ao
plagueamento das células, tracamos com auxilio de pincel marcador permanente e
régua, duas retas perpendiculares ao risco no fundo de cada pogo da placa. Desta
forma garantimos a aquisi¢cdo e analise de imagens dos mesmos pontos ao longo do
tempo. A migragédo celular foi quantificada com auxilio do /mageJ com base nas

imagens adquiridas.
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3.9 DOSAGEM DE CITOCINAS

As células foram plaqueadas em placas de 6 pogos nas densidades de
1x10° (MDA-MB-231 e MCF-7) e 5 x10* (4T1) células por pogo. Apos 24 horas do
plagueamento os pogos foram lavados com PBS-1X e um novo meio contendo os
respectivos tratamentos foi adicionado. Apds 24 e 48h do tratamento, o sobrenadante
de cada poco foi retirado e mantido a -80°C para posterior ensaio de ELISA. Foram
utilizados 50 pl de amostras sem diluigdo, para dosagem das citocinas IL-1a, IL-1p,
TGF-B, VEGF e CCL5/RANTES através de ensaio imuoenzimatico de captura

(ELISA), de acordo com especificagdes do fabricante (R&D systems).

3.10 RT-gPCR

As células foram plaqueadas em placas de 6 pogos nas densidades de
1x10% (MDA-MB-231 e MCF-7) e 5 x10* (4T1) células por pogo. Apds 24 horas do
plagueamento os pogos foram lavados com PBS-1X e um novo meio contendo os
respectivos tratamentos foi adicionado. Apdés 24h de tratamento, os pogos foram
lavados 2 vezes com PBS-1X, e em seguida adicionamos 0,5 mL de Trizol (/nvitrogen,
Califérnia, EUA) por pogo. A solugéo de células foi transferida para tubos e estes
armazenados a -80°C. Prosseguindo a extragdo de RNA, essas amostras foram
descongeladas em gelo e adicionou-se 200 yL de cloroférmio em cada tubo, para
incubacdo por 3 min em temperatura ambiente. As amostras foram entéo
centrifugadas a 12000 rpm, por 15 min, a 4°C e a fase aquosa resultante foi coletada
e transferida para outro tubo. Em cada tubo foram adicionados 500 uL de isopropanol
e incubado por 10 min a temperatura ambiente, centrifugados a 12000 rpm por 15 min.
Apos este processo, o pellet foi lavado duas vezes com etanol 75%, o sobrenadante
descartado e apds secagem, foram adicionados 30 pyL de agua livre de RNAse. As
amostras foram armazenadas a -80°C. Posteriormente, a quantidade e qualidade de
RNA foi estimada através do espectrofotémetro (NanoDrop 2000, Thermo Fisher
Scientific, EUA). Para a sintese de cDNA, utilizamos o kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific, EUA) e apds seguir o protocolo de
acordo com o fabricante os tubos contendo cDNA foram armazenados a -20°C.

Apos a sintese do cDNA, realizou-se a PCR. Os iniciadores utilizados para
analise da expressdo de mRNAs especificos estdo descritos no quadro 1. As reagdes

foram feitas no volume final de 10 pL, dos quais 2,5 pL da mostra cDNA e 7,5 uL da
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solugdo contendo 5uL Syber Green Master Mix (Applied Biosystems), iniciadores
senso (0,2 pL) e anti-senso (0,2 yL) de cada gene, na concentragéo de 10 uM e agua
extra pura (2,1 pL). O ensaio de PCR em tempo real foi realizado através do
equipamento Step One Plus Real-time RT-PCR System. As sequéncias dos
iniciadores utilizados estao descritas ho Quadro 3.

Para a analise dos resultados das reagbes de PCR em tempo real foi
utilizada a metodologia 2-AACt, em que treshold cycle (Ct) € o numero de ciclos em
que o sinal de fluorescéncia da reagéo ultrapassa o threshold (nivel de sinal que reflete
um aumento significativo sobre o sinal inicial). ACt é a diferenga entre o Ct do gene
de interesse (CTalvo) e o CT do gene referéncia enddégena (para todas as reagdes
nés utilizamos a Actina). Ja a diferenga entre a as variagbes de CTalvo e do

CTreferéncia enddgena € denominada AACt.

Quadro 1. Sequéncia dos iniciadores utilizados nas rea¢des de RT-gPCR

Gene Sequéncia senso Sequéncia anti-senso
CCL-5 GGGTACCATGAAGATCTCTGC TCTAGGGAGAGGTAGGCAAAG
IL-1B TTGACGGACCCCAAAAGAT GAAGCTGGATGCTCTCATCTG
VEGF AGACAGAACAAAGCCAGAAATCAC CACGTCTGCGGATCTTGGAC
IL-6 GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA
TNF-a CTACTTTGGAGTCATTGCTCTGTG CCAGCATCTTGTGTTTCTGAGTAG
B-actina CCACCATGTACCCAGGCATT CCACCATGTACCCAGGCATT

3.11 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad
Prism 8.0 (GraphPad Software). As variaveis numéricas foram testadas para
distribuicdo normal usando o teste de Shapiro-Wilk. Para verificacdo de significancia
estatistica dos experimentos com mais de dois grupos experimentais e apenas uma
variavel, foi utilizado o teste OneWay ANOVA seguida de pos teste de Bonferroni.
Para as anadlises estatisticas dos experimentos com mais de dois grupos
experimentais e mais de uma variavel foi aplicado TwoWay ANOVA seguido dos p0s-
teste de Bonferroni. Para comparagdes envolvendo apenas dois grupos, analisamos
a significancia através do teste t de student. Em todas as analises foram considerados
significativos somente aqueles resultados que apresentaram p<0,05, com intervalo de

confianga de 95%. Os dados foram mostrados como média + erro padréo.
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4 RESULTADOS

41 OBTENGAO DE VESICULAS EXTRACELULARES DO TECIDO ADIPOSO
HUMANO PELO METODO DE ULTRACENTRIFUGAGAO

Primeiramente, para obtencao das VEs, amostras de tecido adiposo foram
coletadas de voluntarios obesos (n=11) submetidos a cirurgia bariatrica ou voluntarios
eutréficos submetidos a cirurgias abdominais (n=2). Os individuos obesos
apresentavam IMC médio de 40.94, sendo 82% do sexo feminino e idade média de
46 anos. Enquanto os voluntarios eutréficos tinham IMC médio de 24.06, 100% do
sexo feminino e idade média de 65 anos (TABELA 3).

Tabela 3. Parametros dos voluntarios incluidos no estudo.

Eutréficos (n=2) Obesos (n=11)
IMC** 24.06 £ 0.26 40.94 +1.99
Idade, anos* 65.5+6.5 46.73 + 3.03
Sexo, feminino 2 (100%) 9 (82%)

IMC: indice de massa corporal, F: feminino, M: masculino. Valores representam a média +
erro padrao, ou porcentagem. *, p < 0.05; **, p < 0.01.

As VEs foram isoladas pelo método de ultracentrifugagédo, como descrito
anteriormente, e entdo caracterizados pelo tamanho e presenga/auséncia de
marcadores proteicos especificos. Primeiramente, através de analises por DLS nés
observamos que o didametro meédio das particulas isoladas a partir do tecido adiposo
eutrofico e obeso foi de 132+18,4 nm e 126,9+8,1 nm respectivamente (FIGURA 10).
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Figura 10. Distribuicao do tamanho das VEs derivadas do tecido adiposo. Grafico da
distribuicdo do tamanho das particulas encontradas nas amostras de VEs do tecido adiposo.
(A) Particulas isoladas do tecido adiposo eutréfico (B) Particulas isoladas do tecido adiposo
obeso. Gréficos representativos da analise de amostras diferentes para cada grupo.

Seguindo na caracterizagdo das particulas isoladas, nosso proximo passo foi
avaliar a expressao de marcadores proteicos através da técnica de Western Blot. O
CD81 esta presente na membrana de VEs e é comumente utilizado para identificar
exossomos, enquanto a calnexina vém sendo utilizada como controle negativo para
estas VEs (DOYLE; WANG, 2019). Nao observamos a presenca de calnexina e CD81
nas amostras de tecido adiposo (FIGURA 11A). As amostras isoladas pela
ultracentrifugagéo sequencial revelaram a expressédo do marcador CD81 e a auséncia
da calnexina. Como controle, também analisamos a expressdo destes mesmos
marcadores do sobrenadante retirado na primeira ultracentrifugagdo do processo de
obtengado, sobrenadante este, livre de VEs. Como esperado, ndo constatamos a
presenga de CD81 neste sobrenadante, que por outro lado indicou a presenca de
calnexina (FIGURA 11A). Complementando a caracterizagdo, analisamos a
expressao da proteina FABP4 nas amostras de VEs e no tecido adiposo de origem.

Esta proteina foi escolhida por ser altamente expressa neste tecido (ZENG; SAUTER,;
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LI, 2020). Observamos a presenga de FABP4 tanto no tecido adiposo, como nas VEs
isoladas a partir dele (FIGURA 11B).

Calnexina

Amostral Amostra2

Figura 11. Expressédo de marcadores proteicos para caracterizacado das VEs isoladas de
tecido adiposo. (A) expressdo dos marcadores CD81 e calnexina em duas amostras
distintas de VEs, respectivo tecido adiposo (TA) de origem e no meio condicionado livre de
VEs (MC-sem VEs). (B) expressdo da proteina FABP4 em uma amostra de VEs e do
respectivo tecido adiposo de origem.

Por fim, analisamos a incorporacéo das VEs pelas células tumorais. Para
isso, nds utilizamos o marcador lipofilico PKH26 para corar as VEs do TA obeso e
aquisicao de imagens em microscopio confocal. Apés 4 horas do tratamento com
estas vesiculas, observamos que as células MDA-MB-231 e MCF-7 foram capazes de
internaliza-las (FIGURA 12A e B). Ndo observamos marcagao de PKH26 no grupo de
células néo tratadas (FIGURA 12A). Como controle experimental, também utilizamos
o meio condicionado livre de VEs, provenientes da primeira ultracentrifugacéo do
processo de isolamento. Também nao observamos marcagbes neste grupo (FIGURA

12A), indicando a eficacia do método empregado na obtencéo das VEs.
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Figura 12. Internalizacdo de VEs do TA pelas células de cancer de mama. Apos 4 horas
de tratamento das células tumorais, a internalizagdo das VEs previamente coradas com
PKH26 (em verde) foi analisada através de microscopia confocal. O nucleo celular foi corado
com Hoechst (em azul). (A) Imagens adquiridas em aumento 40x das células n&o tratadas
(NT), tratadas com meio condicionado livre de VEs (MC-sem VEs) ou tratadas com VEs do
TA (VEs-TA). (B) Imagens adquiridas com aumento 63x das células tratadas com VEs do TA.
Imagens representativas de 1 experimento.
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4.2 VESICULAS EXTRACELULARES DO TECIDO ADIPOSO OBESO NAO
ALTERARAM A VIABILIDADE CELULAR DAS LINHAGENS MDA-MB-231 E
MCF-7

Apos a caracterizagéo das VEs, buscamos analisar se elas seriam capazes
de modificar o comportamento das células de tumor de mama. A padroniza¢ao da
quantidade de VEs aplicada nos experimentos foi determinada pela concentragao
proteica das amostras. Primeiramente, avaliamos a viabilidade celular em diferentes
periodos de tempo. As linhagens tumorais MDA-MB-231 e MCF-7 foram tratadas ou
nao, com 5 pg/mL de VEs isoladas a partir do tecido adiposo obeso. O tratamento com

VEs néao foi capaz de alterar o numero de células viaveis em ambas as linhagens ao

longo das 96 horas apos o tratamento (FIGURA 13A e B).
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Figura 13. Efeito das VEs do tecido adiposo obeso na viabilidade de células de cancer
de mama. A viabilidade das células MDA-MB-231 (A) e MCF-7 (B) foi analisada apds 48, 72
e 96 horas de tratamento ou ndo. NT: grupo néo tratado; OB: grupo tratado com 5ug/mL de
VEs do tecido adiposo obeso. Os valores foram expressos como médias + erro padrao de 3
experimentos independentes.
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Curiosamente, observamos uma redugéo no numero de células da linhagem
MCF-7 nos tempos 72 e 96 horas apds o tratamento com VEs, quando comparadas
as células nao tratadas (FIGURA 14B). Por outro lado, ndo encontramos alteragbes
no crescimento celular da linhagem MDA-MB-231 apés o tratamento com VEs
(FIGURA 14A).
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Figura 14. Efeito das VEs do tecido adiposo obeso no crescimento de células do cancer
de mama. O crescimento celular das linhagens (A) MDA-MB-231 e (B) MCF-7 foi analisado
apos 48, 72 e 96 horas de tratamento ou ndo. NT: grupo nao tratado; OB: grupo tratado com
5ug/mL de VEs do tecido adiposo obeso. Os valores foram expressos como médias * erro
padrdo de 3 experimentos independentes. ***, p < 0.001; ****, p <0.0001
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4.3 AS VESICULAS EXTRACELULARES DO TECIDO ADIPOSO OBESO
ALTERARAM A FORMAGAO DE COLONIAS DAS CELULAS DO CANCER

DE MAMA
Seguindo na avaliagdo do efeito das VEs do TA no comportamento celular
das linhagens tumorais, nds avaliamos a capacidade destas em formar colénias. Este
ensaio indica, além da capacidade de crescimento celular, a capacidade das células
em sobreviver na auséncia de contato célula-célula. N6s observamos que houve um
aumento no numero de coldnias da linhagem MDA-MB-231 quando tratadas com VEs
do TA obeso (FIGURA 15A). Em contrapartida, estas vesiculas promoveram a
reducdo da capacidade clonogénica das células MCF-7, em conformidade com os

resultados de crescimento celular (FIGURA 15B).
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Figura 15. Efeito das VEs do tecido adiposo obeso na formagéao de colénias em células
de cancer de mama. As células (A) MDA-MB-231 e (B) MCF-7 foram avaliadas em relagao
capacidade de formagao de colbnias. Apos 7 dias de tratamento, as imagens dos pogos foram
adquiridas e o numero de coldnias analisado. NT: células néo tratadas; OB: células tratadas
com 5ug/mL de VEs do tecido adiposo obeso. As fotos e graficos sdo de um experimento
representativo de 3 independentes. Os valores foram reportados em graficos de barras e
expressos como médias + erro padrdo. *, p < 0.05.
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4.4 AS VESICULAS EXTRACELULARES DO TECIDO ADIPOSO OBESO
PROMOVERAM A MIGRAGAO DAS CELULAS MDA-MB-231 E MCF-7

Nosso préximo passo foi avaliar o efeito das VEs do tecido adiposo obeso
na migracéo celular. Através do ensaio de cicatrizagdo, observamos que houve um
aumento na capacidade de migragao das células MDA-MB-231 apds 24 e 48 horas
de tratamento com VEs (FIGURA 16). Este aumento da migragdo também foi
observado nas células MCF-7 tratadas com VEs quando comparadas as células nao
tratadas (FIGURA 17).
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Figura 16. Efeito das VEs do tecido adiposo obeso na migracao das células MDA-MB-
231. As células MDA-MB-231 foram avaliadas em relagdo capacidade de migragdo. As
imagens dos pogos foram adquiridas em microscépio invertido no aumento 5x no momento
do riscol/inicio do tratamento (TO) e apdés 24h e 48h. NT: células n&o tratadas; OB: células
tratadas com 5ug/mL de VEs do tecido adiposo obeso. Os valores foram reportados em

graficos de barras e expressos como médias * erro padrdo de 3 experimentos independentes.
* p <0.05.
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Figura 17. Efeito das VEs do tecido adiposo obeso na migracao das células MCF-7. As
células MCF-7 foram avaliadas em relagdo capacidade de migragao. As imagens dos pogos
foram adquiridas em microscépio invertido no aumento 5x no momento do risco/inicio do
tratamento (TO), apds 24h e 48h. NT: células n&o tratadas; OB: células tratadas com Sug/mL
de VEs do tecido adiposo obeso. Os valores foram reportados em graficos de barras e
expressos como médias + erro padrdo de 4 experimentos independentes. ****, p <0.0001.
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4.5 AS VESICULAS EXTRACELULARES DO TECIDO ADIPOSO OBESO
ALTERARAM A SECREGAO DE CITOCINAS DAS CELULAS MDA-MB-231 E
MCF-7

Desde que VEs do tecido adiposo obeso foram capazes de alterar o
comportamento das células tumorais, procuramos avaliar o efeito destas na secrecao
de diferentes mediadores inflamatérios que sao conhecidamente associados a
migragao e progresséo do cancer de mama. Para isso, analisamos os niveis de IL-1a,
IL-18, TGF-B, VEGF e CCL5/RANTES a partir do sobrenadante de células nao
tratadas, tratadas com VEs do TA eutréfico ou obeso, apés 24 e 48 horas.
Observamos um aumento nos niveis de TGF-p das células MDA-MB-231 apds 24
horas de tratamento com VEs do TA obeso quando comparadas aos demais grupos
(FIGURA 18A). Nao observamos diferengas nos niveis de IL-1a e VEGF entre os
grupos, tratados ou né&o, nesta linhagem (FIGURA 18B e 18C). A secregéo de
CCL5/RANTES e IL-1p nao foi detectada no sobrenadante dessas células (dados nao
mostrados). O tratamento com VEs do tecido adiposo obeso foi capaz de aumentar
os niveis de IL-10 das células MCF-7 apds 48 horas, quando comparado as células
ndo tratadas e células tratadas com VEs do TA eutréfico (FIGURA 19B). Nao
observamos alteragbes nos niveis de TGF-f e VEGF sob os diferentes tratamentos
(FIGURA 19A e C). Assim como nas células MDA-MB-231, ndo foram detectados

niveis da citocina IL-1p na linhagem MCF-7 (dados ndo mostrados).
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Figura 18. Efeito das VEs do tecido adiposo na secrecdao de mediadores inflamatérios
das células MDA-MB-231. As células MDA-MB-231 foram tratadas ou ndo com VEs do tecido
adiposo. Apos 24h e 48h o sobrenadante foi recolhido e as concentragdes de (A) TGF-3, (B)
IL-1a, (C) VEGF e (D) CCL5/RANTES foram analisadas. NT: células néo tratadas; células
tratadas com 5ug/mL de VEs do tecido adiposo eutréfico (CTL) ou obeso (OB). Os valores
foram reportados em gréficos de barras e expressos como médias + erro padrdo de 3
experimentos independentes. *, p <0.05.
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Figura 19. Efeito das VEs do tecido adiposo na secre¢ao de mediadores inflamatorios
das células MCF-7. As células MCF-7 foram tratadas ou ndo com VEs do tecido adiposo.
Apds 24h e 48h o sobrenadante foi recolhido e as concentragdes de (A) TGF-B, (B) IL-1a, (C)
VEGEF e (D) CCL5/RANTES foram analisadas. NT: células n&o tratadas; células tratadas com
5ug/mL de VEs do tecido adiposo eutréfico (CTL) ou obeso (OB). Os valores foram reportados
em graficos de barras e expressos como médias + erro padrdo de 3 experimentos
independentes. *, p <0.05.
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4.6 OBTENGAO DE VESICULAS EXTRACELULARES DO TECIDO ADIPOSO
DE CAMUNDONGOS C57BL/6

Buscando estabelecer um modelo in vivo ho nosso estudo e a partir dos
resultados obtidos nos experimentos com amostras humanas, decidimos avaliar o
efeito de VEs provenientes do tecido adiposo de camundongos obesos e ndo obesos
em células murinas de cadncer de mama. Para isso, utilizamos um modelo de
obesidade induzido por dieta hiperlipidica. Os animais alimentados com essa dieta
apresentaram maior peso corporal desde a nona semana de dieta, quando
comparados aos animais alimentados com dieta padrao (denominada como controle)
(FIGURA 20B). Também observamos maior ganho de peso e quantidade de tecido
adiposo perigonadal nos animais alimentados com dieta hiperlipidica ao final de 12
semanas de dieta (FIGURA 20A, C e D). Estes achados estdo associados a
composigao da dieta e n&o a ingesta, visto que, desde a terceira semana o consumo
de racao deste grupo foi menor quando comparado ao grupo alimentado com dieta
controle (FIGURA 20E). Diante destes resultados e de outros estudos que validaram
o modelo de obesidade induzido por meio desta dieta (EVANGELISTA et al., 2019;
KAPPE et al., 2014), consideramos estes animais como obesos.

Assim como nas amostras humanas de TA, nds verificamos o tamanho das
particulas isoladas pelo processo de ultracentrifugacédo sequencial. De acordo com os
resultados obtidos nas outras amostras, as particulas derivadas do tecido adiposo
perigonadal de animais eutréficos (dieta controle) e obesos foi de 115,7£8,2 nm e
11248,2 nm respectivamente (FIGURA 21).
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Figura 20. Modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipidica. (A) Fotografia dos
camundongos apods 12 semanas de dieta controle (DC) e dieta hiperlipidica (DH); (B) peso
corporal dos animais ao longo do tempo de dieta; (C) ganho de peso corporal individual e (D)
quantidade de gordura perigonadal ao final de 12 semanas de dieta; (E) consumo semanal de
racdo por animal. Os valores foram expressos como médias + erro padrdo de 15
animais/grupo *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001 e ****, p <0.0001.
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Figura 21. Distribuicao do tamanho das VEs derivadas do tecido adiposo de

camundongos. Grafico da distribuigdo do tamanho das particulas encontradas nas amostras

de VEs do tecido adiposo perigonadal de camundongos C57BL/6. (A) Particulas isoladas do

tecido adiposo eutrdfico, (B) Particulas isoladas do tecido adiposo obeso. Graficos
representativos de 2 amostras por grupo.

4.7 AS VESICULAS EXTRACELULARES DO TECIDO ADIPOSO OBESO
PREJUDICARAM O CRESCIMENTO CELULAR DA LINHAGEM 4T1

Avaliamos a viabilidade celular das células 4T1 tratadas com 1,5 yg/mL de
VEs obtidos do tecido adiposo obeso e controle, em diferentes periodos de tempo.
N&o observamos alteragdes na viabilidade celular em nenhum dos tratamentos ao
longo de 96 horas (FIGURA 22). Por outro lado, houve redugéo no niumero de células
apods 72 horas de tratamento com VEs do TA obeso, quando comparadas as células
nao tratadas, e apdés 96h quando comparadas as células tratadas com VEs do TA
controle e ao grupo nédo tratado (FIGURA 23). Ndo observamos diferenga na
contagem de células tratadas com VEs provenientes do TA de animais controles e
células nao tratadas (FIGURA 23)
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Figura 22, Efeito das VEs do tecido adiposo na viabilidade celular da linhagem 4T1. A
viabilidade celular da linhagem celular 4T1 foi analisada apds 48, 72 e 96 horas de tratamento
ou ndo. NT: células ndo tratadas; células tratadas com 1,5ug/mL de VEs do tecido adiposo
eutréfico (CTL) ou obeso (OB). Os valores foram expressos como médias + erro padréo de 3
experimentos independentes.
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Figura 23. Efeito das VEs do tecido adiposo no crescimento celular da linhagem 4T1.
O crescimento celular da linhagem celular 4T1 foi analisado apés 48, 72 e 96 horas de
tratamento ou ndo com VEs do tecido adiposo. NT: células nao tratadas; células tratadas com
1,5ug/mL de VEs do tecido adiposo eutréfico (CTL) ou obeso (OB). Os valores foram
expressos como médias + erro padréo de 3 experimentos independentes. **, p < 0.01; ****, p
<0.0001.
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4.8 AS VESICULAS EXTRACELULARES DO TECIDO ADIPOSO OBESO
PROMOVERAM A MIGRAGAO DAS CELULAS 4T1

Através do ensaio de cicatrizacdo, analisamos a capacidade de migracao
das células 4T1 tratadas ou ndo com VEs do tecido adiposo obeso. Assim como
observado nas linhagens MDA-MB-231 e MCF-7, as VEs foram capazes de aumentar

a taxa de migragéao celular na linhagem 4T1 apds 24h de tratamento (FIGURA 24).
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Figura 24. Efeito das VEs do tecido adiposo obeso na migracédo das células 4T1. As
células 4T1 foram avaliadas em relagdo capacidade de migragdo. As imagens dos pogos
foram adquiridas em microscopio invertido no aumento 5x ho momento do risco/inicio do

tratamento (T0), e apds 24h. NT: células n&o tratadas; OB: células tratadas com 1,5ug/mL de

VEs do tecido adiposo obeso. Os valores foram expressos como médias * erro padréo de 3
experimentos independentes. *, p <0.05.
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49 AS VESICULAS EXTRACELULARES DO TECIDO ADIPOSO NAO
ALTERARAM A SECREGCAO DE TGF-B E A EXPRESSAO DE MARCADORES
INFLAMATORIOS DA LINHAGEM 4T1

Visto que VEs do TA obeso aumentaram os niveis de TGF-$ da linhagem
triplo negativa MDA-MB-231, avaliamos se em modelo murino teriam o mesmo efeito
na linhagem também triplo negativa 4T1. Entretanto, ndo observamos diferenca
significativa nos niveis desta citocina em 24 ou 48 horas em nenhum dos tratamentos
(FIGURA 25). Muitos trabalhos demonstraram que moléculas secretadas pelo tecido
adiposo obeso sdo capazes de alterar a expressao de genes inflamatérios em células
tumorais, favorecendo, ou n&o, a progressao do tumor de mama (DEVERICKS et al.,
2022; TULOTTA; OTTEWELL, 2018). Desta forma, nés procuramos investigar se o
tratamento com as VEs do TA, seria capaz de modificar a expressao génica na
linhagem 4T1. As vesiculas do TA obeso ou eutréfico, nao modificaram os niveis de
expressdo dos genes CCL5/RANTES, IL-1p, IL-6, TNF-a e VEGF das células 4T1
apos 24 horas de tratamento (FIGURA 26 A-E)
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Figura 25. Efeito das VEs do tecido adiposo na secrecao de TGF-B pelas células 4T1. As
células 4T1 foram tratadas ou ndo com VEs do tecido adiposo. Apdés 24h e 48h o
sobrenadante foi recolhido e as concentra¢des de TGF-f foram analisadas. NT: células néo
tratadas; células tratadas com 1,5ug/mL de VEs do tecido adiposo eutréfico (CTL) ou obeso
(OB). Os valores foram reportados em gréaficos de barras e expressos como médias + erro
padrao de 3 experimentos independentes.
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Figura 26. Efeito das VEs do tecido adiposo na expressado de genes inflamatérios das
células 4T1. As células 4T1 foram tratadas ou ndo com VEs do tecido adiposo por 24h e os
niveis relativos (ao grupo NT) de transcritos dos genes (A) IL-6, (B) IL-1B3, (C) TNF-q, (D)
CCL5 e (E) VEGF foram analisados. B-actina foi usada como controle endégeno de todos os
genes analisados. NT: células ndo tratadas; células tratadas com 1,5ug/mL de VEs do tecido
adiposo eutréfico (CTL) ou obeso (OB). Os valores foram reportados em graficos de barras e
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expressos como medias + erro padréo de 3 experimentos independentes.
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5 DISCUSSAO

As alteracdes fisiologicas provocadas pela expansdo e remodelamento
patolégico do tecido adiposo, no contexto da obesidade, vém sendo associado com o
desenvolvimento e progressao do cancer de mama (QUAIL; DANNENBERG, 2018).
Esta correlagao entre as duas doencgas é atribuida principalmente a promog&o de um
ambiente de inflamacao crénica de baixo grau, onde a comunicagéo entre TA e células
tumorais, pode alterar processos celulares como proliferagdo, migracao e invasao
(LEE et al., 2015). Neste trabalho, nds demonstramos que VEs provenientes do tecido
adiposo obeso exercem efeitos diversos no crescimento celular, mas promovem a
migracao de todas as linhagens de cancer de mama analisadas.

Nos ultimos anos, observou-se um aumento no numero de estudos
relacionados a vesiculas extracelulares, tendéncia acompanhada pelos trabalhos
associados com VEs do tecido adiposo. Primeiramente, é relevante destacar que a
maioria destes estudos que mencionam TA, envolvem VEs secretadas por células
tronco mesenquimais. Apenas uma pequena parcela corresponde a investigagdes
daquelas provenientes do tecido adiposo como um todo, isto é, considerando os
outros tipos celulares (ZHAO et al., 2021).

No presente trabalho, VEs foram isoladas por ultracentrifugacao sequencial
a partir do meio condicionado do TA branco visceral, de individuos obesos e
eutroficos. Em amostras humanas, encontramos particulas com um didmetro médio
de 132+18,4 nm e 126,948,1, para o TA eutrdfico e obeso, respectivamente (FIGURA
10). Assim, constatamos que o tamanho das particulas obtidas corresponde aquele
descrito na literatura para vesiculas extracelulares pequenas (<200 nm), ou para
exossomos, isto é, de 30 a 150 nm (WILLMS et al., 2018). Jayabalan e colaboradores,
obtiveram resultado semelhante de exossomos provenientes de TA humano
(JAYABALAN et al., 2019). As particulas isoladas de amostras murinas também
indicaram o tamanho correspondente a pequenas VEs/exossomos, com 115,7+£8,2 nm
e 112+8,2 nm de didmetro para os isolados do TA eutréfico e obeso, respectivamente
(FIGURA 21). Estes dados estado de acordo com resultados de outros estudos, que
em modelo de obesidade induzido por dieta, obtiveram exossomos derivados do TA
visceral de camundongos (KIM et al., 2022; WEI et al., 2020).

Nossas andlises de Western Blot revelaram a presenga de CD81 nos
isolados de VEs, mas ndo no MC livre de VEs (FIGURA 11A). Entretanto, ndo
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detectamos a presenca deste marcador no TA de origem em nenhuma das amostras
analisadas (FIGURA 11A). De fato, a presenca de tetraspaninas parece estar
enriquecida nas membranas de exossomos (ANDREU; YANEZ-MO, 2014). Escola e
colaboradores encontraram uma quantidade 124 vezes maior de CD81 em
exossomos secretados por linfécitos B, quando comparadas ao conteudo da célula de
origem (ESCOLA et al.,, 1998). Assim como em outros estudos, observamos a
auséncia de calnexina nos isolados de VEs (FIGURA 11A), e a presenca de FABP4
tanto nestas amostras, como em seu TA de origem (FIGURA 11B) (DENG et al., 2009;
EZQUER et al., 2019; YUE et al., 2022)

Como mencionado anteriormente, VEs do TA sao capazes de transportar
adipocinas, entre outros conteudos, constituindo uma importante via de comunicagao
(HARTWIG et al., 2019). Foi demonstrado que adipocinas podem ser transportadas
dentro ou na superficie das VEs, onde mesmo aquelas encapsuladas, sdo capazes
de desencadear efeitos biologicos na célula de destino (FITZGERALD et al., 2018;
GOULET et al., 2018; HUSSAIN; IQBAL; NORLING, 2020).

As VEs do TA obeso né&o alteraram a viabilidade e crescimento celular da
linhagem de cancer de mama triplo negativo MDA-MB-231, mas promoveram a
formagéo de coldnias apds 7 dias de tratamento (FIGURAS 13A,14A e 15A). Em
contrapartida, apesar de ndo observamos alteragdo na viabilidade, estas VEs foram
capazes de diminuir o crescimento celular apés 72 e 96h, além da capacidade
clonogénica, das células RE+/RP+ MCF-7 (FIGURAS 13B,14B e 15B). De forma
semelhante, VEs do TA obeso, mas ndo do eutrofico, foram capazes de reduzir o
crescimento da linhagem murina triplo negativa 4T1 (FIGURA 23), sem afetar a
viabilidade destas células (FIGURA 22). Utilizando uma metodologia de obtencéo
semelhante a nossa, Camino e colaboradores observaram que VEs de amostras do
TA visceral continham mais adipocinas associadas a inflamac¢éo, como leptina e IL-6,
do que aquelas do TA subcutaneo (CAMINO et al., 2022). Estudos mostraram que o
estimulo com leptina promoveu a proliferagéo e inibiu a apoptose em células do cancer
de mama, através da ativacdo de diferentes cascatas de sinalizagdo (ATOUM,;
ALZOUGHOOL; AL-HOURANI, 2020; SANCHEZ-JIMENEZ et al., 2019). Entretanto,
o efeito dessa adipocina na linhagem MCF-7, parece controverso (LINARES et al.,
2019; RAY; NKHATA; CLEARY, 2007). Ray e colaboradores observaram que o
tratamento com leptina promoveu a proliferacdo de células MDA-MB-231, mas

diminuiu das células MCF-7 apds 48h de tratamento. Interessantemente, Perera e
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colaboradores demonstraram que o tratamento com TGF-$ foi capaz de revogar a
proliferagéo celular promovida pela leptina, em células da linhagem MCF-7 (PERERA
et al., 2008).

A secregdo do TGF-B pelo TA é aumentada na obesidade e recentemente,
foi relatado que VEs provenientes do TA obeso apresentam maior quantidade desta
citocina, quando comparados ao TA eutréfico (CAMINO et al.,, 2022; FAIN;
TICHANSKY; MADAN, 2005). Sabe-se que o TGF-B atua em diferentes processos
biolégicos do tumor e sua participagdo na progressdo do cancer € controverso,
dependendo por exemplo, do estagio e tipo celular (ZARZYNSKA, 2014). O
tratamento com esta citocina provocou a regulagao positiva de inibidores do ciclo
celular, apresentando um efeito citostatico em células MCF-7 (WANG,; YIN, 2017).
Além disso, foi demonstrado que o estimulo com TGF-3 diminuiu 0 numero de células
formadoras de col6nia da linhagem MCF-7, enquanto teve efeito contrario em células
MDA-MB-231 (BRUNA et al.,, 2012). Goulet e colaboradores observaram que o
transporte desta citocina na superficie de exossomos derivados de células tumorais,
foi capaz de promover a diferencia¢ao de fibroblastos (GOULET et al., 2018). Deste
modo, acreditamos que a agdo do TGF-f3 possa ser um dos mecanismos que esteja
direcionando os comportamentos divergentes no crescimento das células 4T1, MDA-
MB-231 e MCF-7, tratadas com VEs do TA obeso.

Ademais, nés observamos que VEs do TA obeso, mas nao do eutroéfico,
provocaram um aumento os niveis de |IL-1a no meio de cultura das células MCF-7
(FIGURA 19B). Corroborando nossos resultados, outros estudos mostraram que esta
citocina foi capaz de inibir o crescimento da linhagem MCF-7 (PACIOTTI; TAMARKIN,
1988; SGAGIAS; KASID; DANFORTH, 1991). Entre os mecanismos deste efeito, esta
a indugao da parada do ciclo celular na fase GO/G1 (DANFORTH; SGAGIAS, 1991;
HUANG et al., 2017). A capacidade antiproliferativa da IL-1a, também foi demonstrada
em modelo murino de cancer de mama (DAGENAIS et al., 2017).

Ferrante e colaboradores encontraram que 88 miRNAs estdo expressos de
formas distintas, entre exossomos do TA obeso e magro. Curiosamente, os alvos
destes miRNAs, se concentram principalmente em duas vias celulares importantes
nos processos da progressdo do tumor: sinalizagcdo de TGF-B e Wnt/B-catenina
(FERRANTE et al., 2014). Os autores demonstraram que dois dos principais miRNAs
presentes nessas vias, estavam regulados positivamente nos exossomos do TA
obeso, miR-23b e miR-4429 (FERRANTE et al., 2014). Estudos revelaram efeitos



71

contrastantes do miR-23b na progressao do cancer de mama, induzindo um efeito pro
ou anti-tumoral (HANNAFON et al., 2019; JIN et al., 2013; PELLEGRINO et al., 2013).
Apoiando nossos resultados, Zhang e colaboradores observaram que o miR-4429
atua inibindo a proliferagcao de células MCF-7 (ZHANG et al., 2021).

Além disso, foram encontrados maiores niveis de miR-122 e miR-192 em
exossomos do TA de camundongos obesos, alimentados com dieta hiperlipidica
(CASTANO et al., 2018). Ambos miRNAs prejudicaram o crescimento celular e
formacao de coldnias em células tumorais (CHEN et al., 2019; WANG; WANG; YANG,
2012), semelhantemente ao observado em células murinas 4T1 tratadas com VEs do
TA de camundongos obesos (FIGURA 23). Desde que nds demonstramos que as
células do cancer de mama foram capazes de internalizar VEs do TA (FIGURA 12),
consideramos que a agdo de miRNAs transportados por estas, também possam
ocasionar as diferengcas no comportamento celular observadas no presente estudo.

Noés encontramos um aumento nos niveis de TGF-B no sobrenadante de
células MDA-MB-231, tratadas com VEs do TA obeso (FIGURA 18A). E bem
documentado que esta citocina é um dos principais indutores transicdo epitélio-
mesenquimal, promovendo a migragéo, invasdo e metastase no cancer de mama
(WALSH; DAMJANOVSKI, 2011; WANG et al., 2019a). O TGF- age induzindo a
ativacao de fatores de transcrigcéo e transmissores intracelulares da familia Smad, que
por sua vez estimulam a expressédo de genes associados ao fenétipo mesenquimal,
como Snail, Slug, Twist, ao passo que inibem genes relacionados ao fendétipo epitelial
(ZARZYNSKA, 2014). Aqui, nés observamos que VEs do TA obeso foram capazes de
promover a migracao das células MDA-MB-231, MCF-7 e 4T1 (FIGURAS 16, 17 e 24).
Utilizando modelo murino de cancer de mama com ceélulas 4T1, estudos in vivo
relataram a importancia do TGF- na invasao e metastase (MCEARCHERN et al.,
2001; NAM et al., 2008). Os miRNAs miR-23a e miR-155, também apresentaram
expressdo aumentada em VEs do TA de camundongos obesos, em comparagéo aos
eutréficos (WEI et al.,, 2020; YU et al.,, 2018; ZHANG et al.,, 2016). O miR-27a
promoveu a migragao celular através da indugdo da TEM em células do cancer de
mama (JIANG et al., 2018), além de ser associado a um pior prognéstico em pacientes
com este tipo de tumor (TANG et al., 2012). Da mesma forma, o papel oncogénico do
miR-155 foi explorado, indicando uma correlagdo positiva com metastase, estagio
avangado e recidiva da doenca (MATTISKE et al.,, 2012). Kong e colaboradores,

demonstraram que este miRNA promoveu a TEM, invasdo e migragdo de células
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mamarias. Interessantemente, a expressao do miR-155, bem como seus mecanismos
de agéo nestas células, estava associada a ativagao da via TGF-3/Smad4 (KONG et
al., 2008).

Ademais, o aumento nos niveis de IL-1a observado na linhagem MCF-7,
também pode contribuir na promog&o da migragcao encontrada nestas células. Isto
porque esta citocina pode agir ativando a via de fatores de transcricdo, como o Fator
Nuclear kB (NF-kB), que induz a expressao de genes pro-inflamatérios e genes
associados a TEM (DIEP et al., 2022; PERROTT et al., 2017). Além disso, apesar de
ndo encontramos diferenga nos niveis de TGF-f das células MCF-7 e 4T1 tratadas
com VEs do TA obeso (FIGURAS 19A e 25), é interessante considerar que o estimulo
desta citocina pode vir das préprias vesiculas, que como discutido anteriormente,
apresentam maiores quantidades em relacdo as VEs do TA eutrdfico.
Semelhantemente, outras adipocinas que apresentam este mesmo padrdo, como
leptina e IL-6, também foram associadas a TEM, aumentando a migra¢ao e invaséo
de células do cancer de mama (MASJEDI et al., 2018; WANG et al., 2015; YAN et al.,
2012). Porém, ainda sdo necessarias analises para identificar o conteudo das
vesiculas extracelulares utilizadas no presente trabalho. Embora bem estabelecido
que a obesidade induz a expressao de genes inflamatérios, seja pelo estimulo de
adipocinas, ou de miRNAs (como o miR155), nés ndo observamos diferencas
significativas na expressao de TNF-a, IL-1B, VEGF, IL-6 ou CCL5 em células 4T1
tratadas com VEs do TA obeso (FIGURA 26). Apesar disso, é relevante destacar que
mesmo sob estimulo de concentragées menores de VEs (1,5 pg/mL), em relagdo ao
tratamento das linhagens celulares humanas (5 pg/mL de VEs), a linhagem 4T1
também apresentou alteragdes no comportamento celular.

Corroborando nossos resultados, um estudo mostrou que a migragao e
invasao de células do cancer de mama foram maiores na presenga de VEs do TA
obeso, do que sob o estimulo daquelas provenientes do TA eutréfico.
Interessantemente, as VEs do TA obeso apresentaram niveis aumentados de leptina
e MMP9 (RAMOS-ANDRADE et al., 2020). Além disso, os autores observaram que o
tratamento com VEs do TA obeso ndo alterou a viabilidade e proliferagdo celular da
linhagem MDA-MB-231, apds 24h. Entretanto, ao contrario dos nossos resultados, o
tratamento foi capaz de aumentar estes pardmetros nas células MCF-7 (RAMOS-
ANDRADE et al., 2020). Essas divergéncias podem ser atribuidas as diferentes

metodologias empregadas para avaliagao da viabilidade e crescimento celular. Além
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disso, o isolamento das VEs também foi desenvolvido de forma diversa nos dois
estudos, sendo que os autores ndo realizaram etapas de ultracentrifugagcéo e assim
obtiveram principalmente VEs grandes ou microvesiculas (RAMOS-ANDRADE et al.,
2020).

Finalmente, é importante destacar que nosso estudo apresenta algumas
limitacdes. Pela escassez de amostras humanas de TA eutréfico, ensaios funcionais
ainda ndo foram realizados para avaliar o comportamento das células tumorais sob
estimulo das VEs deste tecido, podendo atribuir, ou ndo, uma maior correlagédo com a
obesidade. Embora tenhamos mostrado que, ao contrario de VEs de camundongos
obesos, aquelas provenientes do TA magro ndo foram capazes de alterar o
crescimento da linhagem 4T1 (FIGURA 23). Além disso, a idade dos voluntarios
eutroficos foi significativamente maior quando comparada a voluntarios obesos
(TABELA 3), podendo representar um viés nos resultados observados, visto que o
envelhecimento, assim como a obesidade, provoca alteragbées no TA do individuo
(TRIM; TURNER; THOMPSON, 2018).
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6 CONCLUSOES

Embora os efeitos das vesiculas extracelulares do tecido adiposo obeso no
crescimento celular tenham sido divergentes, ndo houve alteragdo na viabilidade
celular das linhagens MDA-MB-231, MCF-7 e 4T1. Além disso, nossos dados
mostraram que estas VEs promoveram a migracédo das células de cancer de mama
analisadas. A secreg¢do de mediadores inflamatdrios pelas células foi alterada sob
tratamento das VEs do TA obeso, mas nédo do TA eutrdfico, indicando que o conteudo
e o estimulo provocado por elas s&o diferentes e dependem do tipo celular. Contudo,
novos estudos ainda serao necessarios para compreender melhor o papel das VEs
do TA na progressédo do cancer de mama, identificando seu conteudo, bem como
possiveis mecanismos de agéo, possibilitando correlacionar seus efeitos no contexto

da obesidade.
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Brazil has the second highest number of deaths due to COVID-19, Obesity has been associated with an important role in disease
development and a worse prognosis, We aimed to explore epidemiological data from Braeil, discussing the polential relationships
between vbesity and COVID- 149 severity in this country, We used a public database made available by the Ministry of Health of
Brazil (182700 patients diagnosed with COVID-19). Descriptive statistics were used to charscterize our database. Continuous data
were expressed as median and analyzed by the nonparametric tests Mann—Whitney or ane-sample Wilcoxon, The frequencies of
categorical vanables have been analyzed by chi-square tests of independence or goodness-of-fit. Among the number of deaths,
7% of patients were 60 years of age or older. Patlents with ob-es:Ey wha died of COVID-19 were voungers (59 vears {1QR =23))
than those without obesity (71 yvears (IQR = 203, £ <0001, and ¢ = 0.0424). Women with obesity who died of COVID-19 were
older than men {55 years (IQR =25} v&. 50 (IQR =220, P < 0,001, and 4 =0.0263), Furthermore, obesity increases the clances of
needing intensive care unit (OR: 1.783, CL: 95%, and P = 0.001), needing ventilatory support (OR: 1,537, CI: 5%, and P < 0,001
angd OR: 2.302, CL 95%, and P < 0,001, for noninvasive and vasive, respectively), and death (OR: 1,411, CL95%, and P < (0001) of
patients hospitalized with COVID-19. Our analysis supports obesity as a significant risk facror for the development of more severe
forms of COVID-19. The present study can direct a more effective prevention campaign and appropriate management of subjects
with obesity.

1. Introduction per day in the country [5], and a high number of adults are

considered at risk for severe COVID-19 in Brazil [6].

The COVID-19 {coronavirus disease 20019) has been de-
clared as a pandemic in March 2020 by the World Health
Organization [1]. The disease is caused by severe acute re-
spiratory syndrome coronavires 2 {SARS-CoV-2), which
belongs to the Coronaviridae family, To date, more than 70
million people worldwide have been confirmed to be in-
fected, with 1,599,704 deaths [2—4]. Currently, Brazil is the
country with the second highest number of fatalities and
third highest total cases, 180,437 and 6,836,227, respectively
[2, 5]. More than 50,000 new cases keep on being reported

Since the beginning of the pandemic, studies have shown
that the number of patients requiring intensive care, as well
as the number of deaths, is greater among individuals over
) years of age. Furthermore, these studies showed that some
preexisting diseases can be considered risk factors, such as
hypertension, diabetes, and cardiovascular disease [7-9].
Although ebesity has not previously been reported among
the main comorbidities related to COVID-1%, it has an
important role in the disease development and a worse
prognosis [10-12). This discussion proves toe be very
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Abstrack: Cancer development i associated with abnormal proliferation, genetic instability, cell
death resistance, metabolic reprogramming, immunity evasion, and metastasis, These alterations
are triggered by genetic and epigenetic alterations in genes that control cell homeostasts, Increased
reactive oxygen and nitrogen species (ROS, RNS) induced by different enzymes and reactions with
distinct molecules contribute bo malignant tramsformation and tumaor progression by modifying DN A,
proteins, and lipids, altering their achivities. Miteic oxide synthase plays a central role in oncogenic
signaling modulation and redox landscape. Crverexpression of the three NOS isoforms has been
found in innumerows types of cancer contributing to tumar growth and development. Although
the main function of MOS is the production of nitric oxide (NCY, itcan be a source of ROS in some
pathological conditions, Decreased tetrahydrobiopterin {BH4) cofactor availability is involved in
NOS dysfunction, leading to ROS production and reduced levels of NOE The regulation of NOSs
by BH4 in cancer is controversial since BHA hags been reported as a pro-tumoral or an antitumoral
maolecule. Therefore, in this review, the robe of BHA In the contral of NOS activity and its involvement
i the capabilithes acquired along tumaor progression of different cancers was described.

Keywords: cancer; nitric oxide synthase; tetrabydrobioptering sepiapterin

1. Background

Cancers are a set of diseases charactenized by genetic instability, abnormal cell prolifer-
ation, cell death resistance, metabolic reprogramming, angiogenesis, metastasis capability,
and immune response evasion caused by genetic and epigenetic alteralions in oncogenes
and tumor suppressor genes [ 1], These alterations contribute to malignant transformation
and twmaor development with the consequent acquisition of an increasingly aggressive
phenotype through dysregulation of signaling pathways that maintain cell homeostasis
[Despite the advancement of medical technology and the development of new target ther-
apies [2,3], the incidence of different cancers is rising worldwide and will continue to
increase over the course of this century according to the Intermational Agency for the
Research on Cancer ([ARC) GLOBOC AN database within the Global Cancer Observa-
tory (COSMIC vBd, released 2B-MAY-21} This scenario i mainly attributed to high life
expectancy, the obesity epidemic, increased ultraviolet (UV) radiation exposure, and infec-
licus pathogens classified as human carcinogens [4-6),

Amuong other cause effects, tobaceo, obesity, and related metabolic syndromes, infec-
ticns, and LV are associated with inflammation, loss of redox homeostasis, and oxidative
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fitoriano, C.M.; Rosa, EBS,; Santos,
FO.d.; de Queiroz, GN . et al
Disruption of Redox Homeostasis by
Alterations in Nitric Onide Synthase

Activity and Tetrahydrobiopteri Abstract: Cutaneous melanoma emerges from the malignant transformation of melanocytes and is the

most aggressive type of skin cancer. The progression can occur in different stages: radial growth phase
(RGP}, vertical growth phase (VGP), and metastasis. Reactive oxygen species contribute to all phases
of melanomagenesis through the modulation of oncogenic signaling pathways, Tetrahydrobiopterin

along with Melanoma Progression
Inf. . Mol. Sci. 2022, 23, 3979
hutps/ /doi.org / 103390/
Hms2311597% (BH4) is an important cofactor for NOS coupling, and an uncoupled enzyme is a source of superoxide
anion (0>*7) rather than nitric oxide (NO), altering the redox homeostasis and contributing to
melanoma progression. In the present work, we showed that the BH4 amount varies belween
different cell lines corresponding to distinct stages of melanoma progression; however, they all
presented higher O;* levels and lower NO levels compared to melanocyles. Our results showed
increased NOS expression in melanoma cells, contributing to NOS uncoupling. BH4 supplementation
of RGP cells, and the DAHP treatment of metastatic melanoma cells reduced cell growth, Finally,
Western blot analysis indicated that both treatments act on the PI3K/AKT and MAPK pathways of
these melanoma cells in different ways. Disruption of cellular redox homeostasis by the altered BH4
concentration can be explored as a therapeutic strategy according to the stage of melanoma.
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Cutaneous melanoma is the most aggressive type of skin cancer due to its high hetero-
geneity and resistance capability. The incidence of melanoma has been rising dramatically
10/). over past the few years, which has been associated with increased life expectancy and
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