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RESUMO

A obesidade esta relacionada com a génese e/ou agravamento de diversas doencgas,
como o cancer de mama. O desenvolvimento da doenga metastatica nessa neoplasia
esta relacionado com pior prognéstico. Todavia, ainda permanece a ser melhor
compreendido se e como o tecido adiposo de individuos com obesidade (TAO) pode
modular células estromais em sitios secundarios, como os fibroblastos, e contribuir,
dessa forma, para a disseminagao das células malignas e metastase. Aqui,
investigamos se fatores soluveis e pequenas vesiculas extracelulares (pVEs)
derivadas do TAO (pVEsOb) poderiam influenciar a alteragdes funcionais nos
fibroblastos, bem como se essas possiveis alteragdes poderiam aumentar a migragao
de células tumorais mamarias triplo-negativas MDA-MB-231 in vitro. O tecido adiposo
foi obtido de voluntarios eutréficos e com obesidade e cultivado em meio de cultura.
O sobrenadante foi recolhido e ultracentrifugado para a obtengdo de meios depletados
de pVEs do TA de individuos eutroficos (MdEu) e com obesidade (MdODb) e as
pVEsOb. As pVEs isoladas foram caracterizadas por espalhamento dinamico da luz
(DLS) e microscopia eletronica de transmissao. Fibroblastos pulmonares Wi-38 foram
tratados com MdEu, MdOb ou pVEsOb e ensaios de internalizacdo das pVEs,
viabilidade, proliferacéo, formagao de colbnias e cicatrizacao in vitro foram realizados.
Ademais, foram investigados mediadores soluveis pro-inflamatérios no sobrenadante
de fibroblastos trados, além da expressao génica de genes associados com a ativacao
de fibroblastos. Os fibroblastos tratados também foram co-cultivados com células
MDA-MB-231, utilizando inserto Transwell, para verificar a migracdo das células
tumorais. Isolamos pVEs com didmetro hidrodindmico médio de 122,4 nm e morfologia
de prato tipica de pVEs. Ademais, essas nanovesiculas foram internalizadas com
sucesso por fibroblastos pulmonares. Nenhum dos tratamentos alterou a proliferagao
celular e a viabilidade avaliada por método de excluséo por azul de tripan. Todavia, a
viabilidade metabdlica, avaliada por MTT, foi aumentada em células tratadas com
MdEu e diminuida em células tratadas com MdOb, apds 48 horas do tratamento. Além
disso, pVEsOb diminuiram a viabilidade metabdlica 24 e 48h apds o tratamento.
Observamos que o MdEu, mas ndo o MdOb, favoreceu a formacgao de colonias apés
14 dias de tratamento. Somente MdEu aumentou a migragao coletiva no ensaio de
cicatrizacao in vitro 24 horas apds o tratamento. Ademais, observamos o0 aumento dos
mediadores soluveis Ang1, IL1-B, IL-6, RANTES, MIF e TNF-a em fibroblastos
tratados com MdOb 24 e 48 horas apds o tratamento. pVEsOb induziram apenas a
secrecdo de Ang1 por fibroblastos pulmonares. Nao observamos diferenca na
expressdao dos genes S100A4 e CCL2 entre os diferentes grupos. Por fim, ndo
observamos aumento da migracédo de células MDA-MB-231 co-cultivadas com
fibroblastos tratados. Os fibroblastos pulmonares sofrem alteragcées funcionais no
contexto da obesidade, mas nessas condigdes, in vitro, ndo estao relacionados no
aumento da migracdo de células tumorais. Entretanto, mais investigacdes sao
necessarias para verificar se a comunicagao enddcrina entre o TAO e fibroblastos
pode ser importante para outras fisiopatologias do sistema respiratério, bem como
para a quimioatragao e ativagao de leucocitos que, em conjunto, podem potencializar
respostas pro-metastaticas no cancer de mama.

Palavras chaves: Fibroblastos. Obesidade. Metastase. Cancer de mama.



ABSTRACT

Obesity is related to the genesis and/or worsening of several diseases, such as breast
cancer. The development of metastatic disease in this neoplasm is related to a worse
prognosis. However, it remains to be better understood whether and how adipose
tissue from individuals with obesity (OAT) can modulate stromal cells in secondary
sites, such as fibroblasts, and thus contribute to the spread of malignant cells and
metastasis. Here, we investigated whether soluble factors and small extracellular
vesicles (sEVs) derived from OAT (sEVsODb) could influence functional changes in
fibroblasts, as well as whether these possible changes could increase the migration of
triple-negative breast tumor cells MDA-MB-231 in vitro. Adipose tissue was obtained
from eutrophic and obese volunteers and cultivated in culture medium. The
supernatant was collected and ultracentrifuged to obtain media depleted of sEVs from
the TA of eutrophic (MdEu) and obese (MdODb) individuals and the sEVsOb. Isolated
sEVs were characterized by dynamic light scattering (DLS) and transmission electron
microscopy. Wi-38 lung fibroblasts were treated with MdEu, MdOb or seVsOb and
sEVs internalization, viability, proliferation, colony formation and in vitro wound healing
assays were performed. Furthermore, soluble pro-inflammatory mediators were
investigated in the supernatant of treated fibroblasts, in addition to gene expression of
genes associated with fibroblast activation. The treated fibroblasts were also co-
cultured with MDA-MB-231 cells, using Transwell insert, to verify tumor cell migration.
We isolated sEVs with an average hydrodynamic diameter of 122.4 nm and dish
morphology typical of sEVs. Furthermore, these nanovesicles were successfully
internalized by lung fibroblasts. None of the treatments changed cell proliferation and
viability assessed by the trypan blue exclusion method. However, metabolic viability,
assessed by MTT, was increased in cells treated with MdEu and decreased in cells
treated with MdOb, after 48 hours of treatment. Furthermore, sEVsOb decreased
metabolic viability 24 and 48h after treatment. We observed that MdEu, but not MdOb,
favored colony formation after 14 days of treatment. Only MdEu increased collective
migration in the in vitro healing assay 24 hours after treatment. Furthermore, we
observed an increase in the soluble mediators Ang1, IL1-B, IL-6, RANTES, MIF and
TNF-a in fibroblasts treated with MdOb 24 and 48 hours after treatment. sEVsOb only
induced Ang1 secretion by lung fibroblasts. We did not observe any difference in the
expression of the S100A4 and CCL2 genes between the different groups. Finally, we
did not observe increased migration of MDA-MB-231 cells co-cultured with treated
fibroblasts. Lung fibroblasts undergo functional changes in the context of obesity, but
under these conditions, in vitro, they are not involved in increased tumor cell migration.
However, further investigations are needed to verify whether endocrine communication
between the OAT and fibroblasts may be important for other pathophysiology of the
respiratory system, as well as for the chemoattraction and activation of leukocytes
which, together, may potentiate pro-metastatic responses in breast cancer.
Keywords: Fibroblasts. Obesity. Metastasis. Breast cancer.
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1 INTRODUGAO

Para além de um érgéo responsavel por armazenar lipidios, o tecido adiposo
(TA) atua como um verdadeiro 6rgao enddcrino, secretando uma série de mediadores
soluveis, as adipocinas, que possuem importantes efeitos sistémicos (FASSHAUER,;
BLUHER, 2015; CHOE et al., 2016; KAHN; WANG; LEE, 2019). Entretanto, causas
multifatoriais, como a ingestdo crénica de uma dieta hipercalérica, podem levar a
expansao nao sadia do TA, acumulo excessivo de lipidios nos adipdcitos, alteragao
da populacao de células imunes locais, bem como a maior produgao e secregao de
adipocinas pro-inflamatorias que culminam em um quadro inflamatdrio sistémico de
baixo grau (STOLARCZYK, 2017; KAHN; WANG; LEE, 2019). Esse quadro,
conhecido como obesidade, € um importante problema de saude publica no Brasil e
no mundo e esta relacionado principalmente com a geracao de doencgas
cardiometabdlicas que podem levar o individuo ao 6bito (PAN et al., 2019).

Além disso, a obesidade é um importante fator de risco para o desenvolvimento
do cancer, como o de mama (NEUHOUSER et al., 2015; BARONE et al., 2020). Esse
tipo de neoplasia € a que mais acomete e leva a ébito mulheres em todo mundo
(SUNG et al., 2021). O cancer de mama € uma doenga heterogénea e apresenta
varios subtipos. Dentre eles, podemos destacar a o cancer de mama triplo-negativo,
que caracteriza-se por apresentar células que ndo apresentam receptores hormonais
e o receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (GODOY-ORTIZ et al.,
2019; HARBECK et al., 2019).

O mau prognodstico no cancer de mama, assim como em outros tipos de
neoplasia, esta ligado a disseminacdo das células do tumor primario para sitios
secundarios, onde ocorre o desenvolvimento de novos tumores (WELCH; HURST,
2019). Esse processo é denominado metastase (LIU; CAO, 2016). No céncer de
mama os principais sitios metastaticos sdo os o0ssos, cérebro, pulmdes e figado
(BARONE et al., 2020). Nos pulmdes, por exemplo, a geragdo da doenca metastatica
pode comprometer a arquitetura e fisiologia do érgéo, levando a disfungao organica e
obito (MEDEIROS; ALLAN, 2019).

A geracao da doenga metastatica € complexa, pois multiplos eventos e fatores
sdo requeridos para a sua génese (LIU; CAO, 2016; FARES et al., 2020). Locais
propensos ao desenvolvimento de metastases sdo previamente modulados pelos
fatores soluveis e vesiculas extracelulares (VEs) secretados principalmente pelas
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células do tumor primario e sao conhecidos como nichos pré-metastaticos (NPMs)
(GUO et al., 2019; FARES et al., 2020). Nos NPMs ocorrem o acumulo de células
imunes, remodelagdo da matriz extracelular, ativacdo de células estromais,
angiogénese, aumento da permeabilidade vascular e imunossupressao (LIU; CAO,
2016; AGUADO et al.,, 2017; WANG et al., 2019c). Dentre as células estromais
importantes na geracdao dos NPMs e da doenga metastatica, destacam-se os
fibroblastos residentes no estroma local, que podem ser ativados de maneira anormal
por produtos derivados do tumor e assim exibirem atividade anémala na deposigao e
remodelagdo da matriz extracelular (MEC), bem como secrecdo de mediadores,
garantindo, dessa forma, condi¢des propicias para a migragao e desenvolvimento das
células tumorais (DE WEVER et al., 2014; WANG et al., 2021c).

Embora o TA possa influenciar de maneira sistémica o funcionamento de varios
orgaos do corpo (MORAES et al., 2021), ainda é necessario ser melhor elucidado
como ele pode modular a atividade de células em sitios distantes do tumor primario e
atuar de maneira sinérgica com o tumor para o desenvolvimento de NPMs, seja pela
secrecao de fatores soluveis, seja pela secrecao de VEs. Dessa forma, esse estudo
busca investigar as possiveis interagdes entre o TA de individuos com obesidade,
fibroblastos pulmonares e as células do cancer de mama triplo negativo, como forma
de melhor compreender as interagdes que possibilitam a progressao desse tipo de

cancer.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 TECIDO ADIPOSO E OBESIDADE

O tecido adiposo (TA) € um 6rgdo complexo que esta envolvido diretamente na
homeostase energética do organismo. Suas principais células, os adipécitos, estao
envolvidos no armazenamento de calorias excedentes na forma de lipidios que, em
condigbes de déficit nutricional, sdo catabolizados e utilizados como suprimento
energético por outros tecidos corporais (CHOE et al., 2016). Além dos adipdcitos, o
tecido adiposo apresenta uma constituigdo celular bem diversa, como leucdcitos,
fibroblastos, células endoteliais, células tronco mesenquimais e pré-adipocitos (Figura
1). Essa variedade de células se altera em condigdes fisiologicas e patoldgicas
(KAHN; WANG; LEE, 2019).

Tecido adiposo

# Células CD4+

L Neutrofilos

¥ Macréfagos

* Células tronco mesenquimais

Arquitetura do tecido
adiposo

Vasculatura

Figura 1. Arquitetura do tecido adiposo. Fonte: Imagem adaptada de SHARMA et al.
2021, p. 1363. Esta imagem esta disponivel sob licenga Creative Commons 4.0 (CC BY-
NC 4.0). Esta licenga esta disponivel em: <http://creativecommons.org/Licenses/by-
nc/4.0/>

De acordo com a histofisiologia, o tecido adiposo pode ser dividido em trés
tipos: tecido adiposo branco, marrom, bege (KAHN; WANG; LEE, 2019).

O tecido adiposo marrom (TAM) é caracterizado por possuir adipécitos com
multiplas goticulas lipidicas dispersas em seus citoplasmas (multilocular), bem como
certa abundéncia de mitocdndrias, cujas membranas internas sao ricas em proteina
de desacoplamento 1 (UCP1) (WANG; SEALE, 2016). Essa proteina desacopla a
respiragcao celular da sintese de ATP de forma que ocorra dissipagcédo da energia na

forma de calor, com consequente estimulo da oxidag&o de lipidios (RICQUIER, 2011).
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A maior parte do tecido adiposo em humanos € conhecido como tecido adiposo
branco (TAB). Os maiores depésitos de TAB em humanos séo encontrados abaixo da
pele (TAB subcutaneo) e entre os 6rgaos (TAB visceral) (Figura 2). Esses diferentes
depdsitos anatdomicos de TAB desempenham importantes fungdes em contextos
fisioloégicos e patoldgicos, principalmente em relacdo a obesidade. Os adipdcitos
presentes no TAB possuem uma unica e grande goticula lipidica (unilocular). Além
disso, esses adipdcitos apresentam bem menos mitocéndrias quando comparados
aos do TAM. Fisiologicamente, esse tipo de tecido adiposo € comumente associado
ao armazenamento lipidico, com consequente controle da homeostase energética
(ZWICK et al., 2018).

Figura 2. Principais depédsitos de tecido adiposo branco no corpo humano e suas
divis6es. Fonte: Imagem adaptada de BORGESON; BOUCHER; HAGBERG, 2022, p. 2.
Esta imagem esta disponivel sob licenga Creative Commons 4.0 (CC BY 4.0). Esta
licenca esta disponivel em: <http://creativecommons.org/Licenses/by/4.0/>

Entretanto, embora seja comum associar o TAB apenas ao armazenamento de
gordura, pesquisas nas ultimas décadas vém demonstrando que esse tecido é muito
mais que um mero estoque de energia, mas sim, um tecido capaz de produzir e
secretar uma série de moléculas bioativas capazes de ndo so6 regular as atividades do
préoprio tecido adiposo e tecido adjacentes, mas também, atuar em érgaos distantes,
possuindo assim, fungdo enddcrina (FISMAN; TENENBAUM, 2014). Essa coletanea
de biomoléculas produzidas e secretadas pelo tecido adiposo sdo, em conjunto,
denominadas adipocinas. Dentre essas adipocinas, destacam-se as citocinas,
quimiocinas, fatores vasoativos de coagulagao e proteinas do proprio tecido adiposo
como a leptina e a adiponectina (FASSHAUER; BLUER, 2015; KAHN; WANG; LEE,
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2019). Além de manter a comunicagao intercelular por intermédio de diversas
moléculas bioativas, o TA também mantém a comunicagdo com diversas células
localmente e por diversos sitios do organismo por intermédio de vesiculas
extracelulares (VEs) (ZHOU et al., 2021), que exercem atividades bioldgicas locais e
sistémicas modulando respostas imunes, a sensibilidade sistémica a insulina, o
metabolismo de carboidratos e lipidios e regulando a ingestéo de alimentos (HUANG,;
XU, 2021).

Nesse contexto, uma dieta altamente caldrica faz com que as vias lipogénicas
no TA sejam ativadas, fazendo com que a energia excedente seja armazenada em
triglicerideos neutros nos adipécitos. A cronicidade dessa situagao faz com ocorra o
aumento da quantidade de lipidios armazenadas nos adipdcitos, com consequente
expansao do TA, o que pode levar ao sobrepeso e obesidade (TAN; VIDAL-PUIG,
2008)

Atualmente, o mundo é assolado por uma verdadeira e crescente pandemia de
sobrepeso e obesidade, cujas projec¢des indicam um agravamento desse problema
(ARBEX et al., 2014; SALTIEL; OLEFSKY, 2017). A prevaléncia do sobrepeso e da
obesidade aumentou nas ultimas décadas em todo mundo, inclusive, no Brasil
(ARBEX et al., 2014; GOMES et al., 2019). Atualmente, mais da metade da populagao
brasileira encontra-se em sobrepeso e cerca de vinte por cento é considerada obesa
(BRASIL, 2019). Ademais, o sobrepeso e a obesidade acometem todas as
populagdes, independente da fase da vida e das condi¢gbes socioeconémicas (LEAL
et al., 2012).

A Organizagao Mundial da Saude (OMS) define a obesidade como o acumulo
anormal e excessivo de gordura corporal que possa trazer prejuizos a saude do
individuo. Dessa forma, sobrepeso e a obesidade podem ser facilmente
diagnosticados utilizando métodos pouco invasivos, como o calculo do indice de
massa corporal (IMC), que leva em consideragao parametros como a altura e o peso.
Individuos cujos valores de IMC 2 30 kg/m? sdo considerados obesos (O'ROURKE,
2018).

Entretanto, a génese da obesidade € complexa, pois pode ser decorrente da
soma de multiplos fatores individuais, comportamentais, ambientais e sociais.
Notavelmente, o aumento da prevaléncia de individuos em sobrepeso e com

obesidade, em tempos atuais, podem estar diretamente relacionados com o aumento
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ingestao exacerbada de alimentos altamente caloricos, associada ao sedentarismo, o
que, em conjunto, levam a ativacao das vias lipogénicas (HRUBY et al., 2016; LIN; LI,
2021). Dessa forma, o desbalango entre ingestdo excessiva de nutrientes e
desequilibrio entre armazenamento e gasto energético, leva a uma desorganizagao
da arquitetura do TAB, provocando profundas modificagdes nesse 6rgao (GALIC;
OAKHILL; STEINBERG, 2010; STOLARCZYK, 2017; KAHN; WANG; LEE, 2019). No
quadro de obesidade ocorre uma reestruturagdo da composigao celular do TA (Figura
3). Enquanto o TA sadio € composto principalmente por adipdcitos, pré-adipdcitos,
predominantemente macrofagos do perfil M2, células do estroma vascular, o tecido
adiposo de individuos com obesidade ¢ infiltrado por varias células da imunidade inata
e adaptativa que desenvolvem uma resposta inflamatoria crbnica local com
comprometimento sistémico que pode levar ao desenvolvimento de doencas
cardiometabdlicas (PAN et al., 2019).

Alteragio no ‘tLeptina THF-a
conteddo de | Adiponectina LB
vesiculas
extracelulares
Inflamac&o ‘

Figura 3. Desenvolvimento e remodelagcdao do tecido adiposo na saude e no
desenvolvimento da obesidade. Fonte: Imagem adaptada de KAHN; WANG; LEE, 2019,
p-3992. Esta imagem esta disponivel sob licengca Creative Commons 4.0 (CC BY 4.0).
Esta licenca esta disponivel em: <http://creativecommons.org/Licenses/by/4.0/>

Ademais, ndo somente a fracdo celular é alterada no tecido adiposo de
individuos com obesidade, mas também a porgédo secretoria (Figura 3). Os niveis
circulantes de leptina, por exemplo, estao correlacionados com a porcentagem de
gordura corporal (CONSIDINE et al., 1996) e, dessa forma, individuos com obesidade
secretam elevadas quantidade dessa adipocina (Figura 3). Esse fato esta intimamente
ligado a duas importantes complicagbes na obesidade. Em primeiro lugar, embora a
leptina exerca efeitos anorexigenos, quadros de hiperleptinemia sdo acompanhados

por resisténcia do individuo com obesidade a leptina (IZQUIERDO et al., 2019).
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Embora esse fato parecga paradoxal, os mecanismos envolvidos nesse processo ainda
permanecem por serem melhor esclarecidos (IZQUIERDO et al., 2019). Em segundo
lugar, € bem conhecida a agao da leptina em diferentes tipos de células imunes, uma
vez que essas células apresentam receptores para essa adipocina. Dessa forma, a
leptina é capaz de modular respostas imunes tanto inatas, quanto adaptativas, a
saber: o aumento da citotoxicidade de células natural killer; indugao da ativacao de
granulécitos, macrofagos e células dendriticas; proliferagédo de células T naive e B;
diminuicdo do numero de células T reguladoras; dentre outras atividades (ABELLA et
al., 2017). O fato de o niveis circulantes de leptina em individuos com obesidade
estarem elevados, esta associado diretamente com a inflamagdo associada a
obesidade (ABELLA et al., 2017; KIERNAN; MACIVER, 2021)

Além disso, foi demonstrado que a leptina esta associada ao aumento da
producao de citocinas e quimiocinas por fibroblastos pulmonares (WATANABE et al.,
2019). Ademais, citocinas pro-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), a interleucina 6 (IL-6), IL-1[3, fator de crescimento transformador beta (TGF-
B) também sao secretadas em condicdes de obesidade e contribuem para a
inflamacdo de baixo grau em individuos com obesidade (GALIC; OAKHILL;
STEINBERG, 2010; ZATTERALE et al., 2020).

Além de estar classicamente associada ao desenvolvimento de doencas
cardiometabdlicas, a obesidade também é um fator de risco para outras patologias,
dentre elas, o cancer de mama (BARONE et al., 2020). Um estudo revelou que
mulheres em sobrepeso e obesas apresentavam maiores riscos de desenvolverem
cancer de mama invasivo em relagéo as mulheres de peso normal. Ainda, revelaram
que quanto maior o grau de obesidade, maiores os riscos de desenvolverem a doencga
e aumento do tamanho do tumor (NEUHOUSER et al., 2015). Além disso, um estudo
demonstrou que que as terapias contra o cancer de mama tém eficacia reduzida em
pacientes obesas (EWERTZ et al., 2011). Dessa forma, a obesidade pode impactar

negativamente na progressao da doenga e conduzir a piores desfechos clinicos.

2.2 CANCER, CANCER DE MAMA E METASTASE

Tumores podem ser definidos como uma formagao anormal do tecido, no qual
as células exibem taxas proliferativas elevadas, levando a formacao de massas

celulares. De maneira geral, os tumores podem ser divididos em dois grandes grupos:



26

(a) tumores benignos: sdo aqueles formados por células que exibem altas taxas
proliferativas, evasdo de mecanismos supressores de crescimento e de apoptose,
mas essas celulas sao incapazes de invadir tecidos adjacentes e formam uma massa
tumoral bem delimitada (MARINO-ENRIQUEZ; FLETCHER, 2014); (b) tumores
malignos ou cancer: sao formados por células que proliferam de maneira rapida e
anormal, possuindo capacidade de invadir tecidos adjacentes ao tumor primario, bem
como se espalhar para outros tecidos e orgaos distantes, gerando a doenga
metastatica (HANAHAN; WEINBERG, 2011; MARINO-ENRIQUEZ; FLETCHER,
2014).

Dessa forma, o termo cancer € utilizado para agrupar um conjunto de doencgas
que se caracterizam, conforme descreveram Hanahan e Weinberg (2011) e Hanahan
(2022), por apresentarem células que adquirem capacidades bioldgicas que as
conduzem a um fendtipo maligno ao longo do seu desenvolvimento, culminando,
assim, com a capacidade de provocar doenca local e/ou disseminada que pode levar,
em muitos casos, o individuo ao oObito. Essas capacidades bioldgicas adquiridas
incluem a instabilidade genética e mutacao, resisténcia a morte celular, evasao a
supressores de crescimento, autossuficiéncia em fatores proliferativos, replicacao
descontrolada, instabilidade genética, desregulacdo do metabolismo energético,
evasao da resposta imune, inflamagao, indugéo da angiogénese e ativagao da invasao
e metastase, plasticidade fenotipica, reprogramacao epigenética ndo mutacional,
associagao com microbiomas polimdéficos e células senescentes.

A aquisigdo dessas capacidades biolégicas alteradas pelas células cancerosas
esta associada a diversos fatores ambientais, comportamentais, hereditarios e
intrinsecos (WU et al., 2018; SAUER et al., 2019). Dentre esses fatores, destacam-se
a exposicao a radiacdo ultravioleta, consumo e exposi¢cao a agentes quimicos, habitos
alimentares, sedentarismo, excesso de peso, exposi¢cao a determinados organismos
patogénicos (SAUER et al., 2019), bem como fatores intrinsecos relacionados com
mutacgdes inevitaveis do DNA (WU et al., 2018). Esses multiplos fatores associados
interagem entre si na evolugéo do tumor (WU et al.,, 2018) e, em ultima analise,
provocam alteragdes na expressao génica de células sadias que adquirem
posteriormente caracteristicas de malignidade (HASSANPOUR; DEHGHANI, 2017).
Ademais, ja € bem descrito que alteragbes epigenéticas do genoma, como a hipo e
hipermetilagdo de sequéncias do DNA, estdo envolvidas durante o processo de
transformacao maligna das células sadias (GARCIA-MARTINEZ et al., 2021). Dessa
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forma, o cancer pode ser considerado uma doencga gendémica, resultante de profundas
modificagdes na expressado génica que conduzem uma célula sadia a transformacgao
em uma célula cancerosa (HANAHAN; WEINBERG, 2011; HASSANPOUR;
DEHGHANI, 2017; GARCIA-MARTINEZ et al., 2021).

O cancer € um importante problema de saude publica no Brasil e no mundo.
Dados publicados pelo Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) estimaram para o
ano de 2020 o aparecimento de 19,3 milhdes de novos casos e cerca de 10 milhdes
de obitos pelo cancer (SUNG et al., 2021). No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer
José Alencar Gomes da Silva (INCA) estimou para o triénio 2020-2022 a ocorréncia
de 625 mil novos casos da doenga (INCA, 2019).

Dentre os tumores malignos mais diagnosticados e que mais levam individuos
ao obito, destaca-se o cancer de mama. No mundo, as estimativas mostram que o
cancer de mama feminino representa cerca de 11,7% de todos os canceres
diagnosticados (SUNG et al., 2021). Além disso, esse tipo de céncer € a quinta
principal causa de morte em pacientes acometidos pela doenca (6,9% dos 6bitos).
Ademais, o cancer de mama € malignidade que mais afeta e leva ao 6bito as mulheres
em todo mundo, sendo considerado a principal causa de morte, por cancer, em pelo
menos 110 paises (SUNG et al., 2021). No Brasil, os dados do INCA estédo de acordo
com a tendéncia observada mundialmente. Para o ano de 2020, essa instituicao
estimou o cancer de mama feminino como o principal tipo de cancer diagnosticado em
mulheres (cerca de 29,7% dos casos), quando nao considerado o cancer de pele nao
melanoma. Ademais, em 2019, o cancer de mama foi o que mais levou a 6bito as
brasileiras, correspondendo a 16,1% do total de mortes por cancer, em mulheres,
naquele ano (INCA, 2021).

Varios s&o os fatores relacionados com o desenvolvimento do cancer de mama
em individuos do sexo feminino, como fatores reprodutivos (idade materna avangada,
menarca precoce, falta de amamentagdo, menopausa tardia), obesidade,
sedentarismo, uso de alcool (HARBECK et al., 2019), bem como origem hereditaria
decorrente de alteragcbes genéticas em genes supressores de tumores (ROY; CHUN;
POWELL, 2012; LARSEN et al., 2014; LtUKASIEWICZ et al., 2021).

O cancer de mama é uma doenca heterogénea (ZUBAIR; WANG; ALI, 2021) e
a classificacao dos diferentes tipos de cancer de mama baseia-se nas caracteristicas

histolégicas e moleculares do tecido tumoral (HARBECK et al., 2019). Esse fato é
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importante, pois tais classificagdes refletem em diferentes estratégias terapéuticas a
serem adotadas pelo profissional de saude (ZUBAIR; WANG; ALI, 2021).

Histologicamente, as neoplasias mamarias podem ser classificadas como
carcinomas e sarcomas. Carcinomas mamarios sao originados das células epiteliais
da mama, incluindo aquelas encontradas nos Iébulos e ductos mamarios, enquanto
que os sarcomas s&o originados a partir dos tecidos conjuntivos e vasos sanguineos
que dao suporte as estruturas mamarias (SINN; KREIPE, 2013; ZUBAIR; WANG; ALI,
2021).

Carcinomas mamarios s&o ainda subdivididos em carcinomas in situ e
invasivos. Carcinomas in situ sdo aqueles localizados em seus I6bulos e ductos
predominantes, enquanto que, os carcinomas invasivos, sao aqueles capazes de
invadir tecidos adjacentes e possuem grande capacidade de se metastatizar (ZUBAIR;
WANG; ALI, 2021). Ainda, carcinomas invasivos podem ser classificados em tipos
morfologicamente identificaveis e nenhum tipo especial (ZUBAIR; WANG; ALI, 2021).

Um esquema geral da classificacdo das neoplasias mamarias pode ser observado na

figura 4.
Histolégico
| Adenocarcinoma ‘
Sarcomas Carcinomas
Componentes do tecido conjuntivo Componentes epiteliais
Vasos sanguineos e miofibroblastos Células tronco mesenquimais
Carcinoma In Situ Carcinoma invasivo
‘ Nos Lébulos e Ductos ’( Altamente mestastatico _|
Carcinoma ductal Carcinoma lobular Nenhum tipo Morfologicamente
in situ in situ especifico identificavel
Células anormais Células anormais Incluido subtipos raros e Entorno de 10-15% dos
confinadas nos ductos desenvolvem nas agressivos casos de cdncer de mama
mamaérios glandulas mamarias

Figura 4. Breve classificagdo histolégica das neoplasias mamarias. Fonte: Imagem
adaptada de ZUBAIR; WANG; ALlI, 2021, p. 3. Esta imagem esta disponivel sob licenga
Creative Commons 4.0 (CC BY 4.0). Esta licenca estda disponivel em:
<https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/>

Devido aos avangos recentes no entendimento da biologia do cancer de mama,

novas investigacbes e analises moleculares dos tumores mamarios permitiram



29

construir e adotar novas formas de classificar as neoplasias mamarias, baseando-se
em biomarcadores expressos ou nao pelas células tumorais (VUONG et al., 2014;
CARDOSO et al., 2012; GODOY-ORTIZ et al., 2019; HARBECK et al., 2019; ZUBAIR,;
WANG; ALI, 2021).

Entretanto, embora existam um grande numero de potenciais biomarcadores
moleculares expressos pelas células malignas dos carcinomas mamarios, trés deles
tem sido comumente utilizados para a sua classificagdo molecular: os receptores de
horménios (RHs), como o receptor de estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP);
e o receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2) (VUONG et al.,
2014; ZUBAIR; WANG; ALI, 2021). Tumores que expressam RE e/ou RP sé&o
conhecidos como tumores de mama positivos para horménios enquanto que, aqueles
que nao expressam RE, RP ou HER2 sdo conhecidos como canceres de mama triplo-
negativos (ZUBAIR; WANG; ALlI, 2021).

Através da caracterizacado do estado dos receptores hormonais RE e RP e do
HERZ2, podemos dividir os carcinomas mamarios em diferentes fenétipos: luminal A,
luminal B, enriquecidos em HER-2 e triplo negativos (HARBECK et al., 2019). Tumores
do subtipo luminal A apresentam alta expressdo de RE e RP e n&o negativos para
HER2 (HER2-) (HARBECK et al., 2019). Ja os do tipo luminal B expressam RE e RP,
embora menor quantidade, quando comparado com o subtipo luminal A (HARBECK
et al.,, 2019). Além disso, podem expressar ou nao HER2 e apresentam maior
expressao de genes associados a proliferagcao, quando comparado com o luminal A
(JOHNSON; CONANT; SOO, 2021). Os tumores enriquecidos com HER2 possuem
esse gene superexpresso, nao expressam RH e sdo altamente proliferativos. Por fim,
os canceres de mama triplo-negativos (CMTN) sdo tumores que nao expressam RHs
e HER2 (CMTN - RH-/HER2-) (GODOY-ORTIZ et al., 2019; HARBECK et al., 2019).
Eles representam cerca 15% dos carcinomas mamarios e constituem um grupo de
tumores heterogéneos que apresentam dentre outras caracteristicas, maior
agressividade (ZUBAIR; WANG; ALI, 2021), alta invasividade, potencial metastatico,
pior prognostico (HWANG et al., 2019; YIN et al., 2020) e menor sobrevida quando
comparados com os demais grupos (WANG et al., 2019b). Os fatores de risco
relacionados a esse tipo de tumor estdo ligados a idade, a mutagbes génicas
(BIANCHINI et al., 2016), a historia genética familiar do paciente, a densidade do
tecido mamario, uso e exposigcao de drogas, IMC elevado, dieta rica em gordura e
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produtos processados, tabagismo, uso de alcool e sedentarismo (ALMANSOUR,
2022).

Todavia, o pior progndstico relacionado ao cancer de mama, assim como em
outras neoplasias, esta ligado principalmente a invasao das células malignas aos
tecidos adjacentes ao tumor, com consequente disseminagao dessas células do tumor
primario através da circulagéo sistémica, nervos, lado basal das células endoteliais,
vasos linfaticos e cavidades celémicas (WELCH; HURST, 2019), seguido pela
colonizac&o de outros 6rgaos e tecidos no corpo, em um processo conhecido como
metastase (LIU; CAO, 2016; STEEG, 2016; LOBB; LIMA; MOLLER, 2017; FARES et
al., 2020). Pacientes em qualquer estagio de desenvolvimento do céancer, seja ele
inicial ou tardio, s&o propensos a desenvolverem a doenga metastatica (JIANG et al.,
2015). No céncer de mama os 6rgaos metastaticos mais comuns sdo 0s 0Ssos,
pulmoes, figado e cérebro (BARONE et al., 2020) e pacientes com cancer de mama
metastatico tem sobrevida global média de 2 a 3 anos (CARDOSO et al., 2012). A
metastase pulmonar € o segundo tipo mais comum em pacientes com cancer de
mama (XIAO et al., 2018; DANG et al., 2019; WANG et al., 2019a; HASSANPOUR;
DEHGHANI, 2017; GIORDANO et al., 2020; LIN et al., 2021) e possui impacto
significativo na morbidade e mortalidade dos pacientes, uma vez que as metastases
pulmonares implicam na disfungao pulmonar que pode culminar na morte do paciente
(MEDEIROS; ALLAN, 2019). Além do mais, metastases no pulmao estéo relacionadas
com pior prognostico (XIAO et al., 2018).

A geracdo da doenga metastatica nos pulmbes de pacientes com cancer de
mama esta relacionada com o tipo do tumor primario, no qual, tumores mamarios
enriquecidos com HER2 e CMTN apresentam maiores porcentagens de metastase
nesse orgao (XIAO et al., 2018). Ademais, fatores extratumorais também estédo
implicados do desenvolvimento da doenca metastatica. A obesidade, por exemplo,
esta relacionada com a metastase no cancer de mama. Um estudo demonstrou que
mulheres com IMC = 30 apresentavam risco aumentado de 46% de chance de
desenvolverem metastase em decorréncia do cancer de mama apés 10 anos de
acompanhamento (EWERTZ et al.,, 2011). Um outro estudo demonstrou que a
camundongos com obesidade apresentam neutrofilia pulmonar e esse fato esta
relacionado com o aumento das metastases no cancer de mama de forma dependente
do fator estimulador de colbnias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF) e IL-5
(QUAIL et al., 2017).
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Os processos metastaticos incluem uma miriade de atividades que nao
dependem apenas das células do tumor primario para desenvolver. Stephen Paget
propds a hipbtese de “seed and soil” para explicar a doenca metastatica no cancer.
Segundo essa hipdtese as células tumorais (seed - semente) se dispersam para
diferentes sitios, todavia, elas so irdo desenvolver em locais férteis apropriados (soil-
solo) (LIU et al., 2017).

Dessa forma, a geragdo da doengca metastatica € precedida pela preparagao
de um microambiente em locais alvos distantes, no qual antes mesmo das células
tumorais colonizarem tais sitios anatdmicos distantes do tumor primario, um
microambiente permissivo e receptivo nesses locais € criado, a fim de garantir um
ambiente ideal para a colonizagdo e sobrevivéncia das células malignas em 6rgaos
distantes, formando os chamados nichos pré-metastaticos (NPMs) (GUO et al., 2019,
2019; FARES et al.,, 2020). NPMs formam-se devidos aos efeitos sistémicos
promovidos pelo tumor primario (PEINADO et al., 2017). NPMs s&o microambientes
complexos constituidos por diversos componentes celulares, como células imunes e
células estromais, e por componentes derivados das células locais e tumorais
distantes, como matriz extracelular (MEC), fatores soluveis e VEs (AGUADO et al.,
2017).

Dessa forma, tumores primarios podem coordenar a migragéo de diversos tipos
celulares para os tecidos para favorecer a criagdo de ambientes permissivos as
células tumorais, através da secrec¢ao de citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias,
como a IL-6, IL-8, IL-1B8 (LI; WEN; LIN, 2020). Dentre essas células recrutadas,
destacam-se as células derivadas da medula &ssea, que sdo componentes
importantes para a formagao de NPMs (LI; WEN; LIN, 2020). Dentro desse conjunto
de células, destacam-se dois grupos: as células progenitoras hematopoiéticas
derivadas da medula 6ssea e as células supressoras derivadas de linhagem mieloide
(MDSC) (HYYE; ERLER, 2016; WANG et al.,, 2019c). As células progenitoras
hematopoiéticas derivadas da medula 6ssea podem ser recrutadas para sitios
secundarios e em conjunto com células estromais reprogramadas, como o0s
fibroblastos, podem promover modificagcbes na estrutura e composicdo da MEC
HOYE; ERLER, 2016). MDSCs sao células mieloides imaturas que podem infiltrar nos
NPMs na presenca de fatores soluveis como o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), ligante de quimiocina 2/ proteina quimioatraente de monocito 1 (CCL2/MCP-
1), IL-6, IL-1B, e GM-CSF (WANG et al., 2019c). Essas células medeiam multiplos
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efeitos na geragcdo de NPMs, como ativacao de fibroblastos que sdo responsaveis por
gerarem fibrose pulmonar, faciltam a adesdo de células tumorais circulantes,
promovem angiogénese e inflamacao e suprimem respostas imunes antitumorais das
células natural killer e T (WANG et al., 2019c). No cancer de mama, por exemplo, ja
foi observado que a hipdxia no tumor primario leva a secregao de lisil oxidase pelas
células tumorais. Essa molécula promove a reticulagdo do colageno IV da membrana
basal dos sitios pré-metastaticos, com consequente recrutamento de células
mieloides que suportam a metastase nesse tipo de neoplasia (ERLER et al., 2009).

Os fatores soluveis e VEs derivados do tumor primario, bem como aqueles
derivados dos locais de formacédo dos NPMs, também s&o responsaveis por ativarem
outras células estromais do sitio secundario que, por sua vez, passam a exibir
atividades pré-metastaticas, como a remodelagao e deposicdo de componentes da
MEC (WINKLER et al., 2020). Presumidamente, sendo os principais responsaveis
pela deposicdo e remodelagdo da MEC, os fibroblastos residentes nos sitios
secundarios, quando ativados em resposta a atividade sistémica desencadeada pelos
tumores primarios, exibem atividades aberrantes e favorecem a geragao de NPMs
(DE WEVER et al., 2014).

2.3 FIBROBLASTOS

Os fibroblastos sédo células mesenquimais de origem heterogénea e que sao
amplamente distribuidas por diversos tecidos e 6rgaos do corpo (LEBLEU; NEILSON,
2020). Essas células exercem diversas funcdes biologicas relacionadas a
homeostasia tecidual, como a manutengcéo da MEC dos diversos tecidos conjuntivos
e a cicatrizagdo (TSCHUMPERLIN, 2013; PLIKUS et al., 2021), através da secregao
de moléculas que compéem a MEC, como colageno, elastina, fibronectina e
glicosaminoglicanos, bem como pela remodelagdo da MEC através da reabsorgao dos
seus componentes (KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014) por meio da secregao
de metaloproteinases de matriz (MMPs), inibidores de MMPs e lisil oxidades (LU et
al., 2011; KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014).

Essa combinacéo entre deposicdo de uma ampla diversidade de moléculas,
associada aos processos de remodelamento, faz com que os fibroblastos sejam
capazes de produzirem uma interessante diversidade de proteinas que compdem a

MEC e, dessa forma, diferentes arranjos de MECs que se diferenciam, dentre outras
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formas, pela sua composi¢ao molecular, biomecéanica e consequentemente, em sua
fisiologia, garantindo, assim, um tecido conjuntivo adequado para suportar e auxiliar o
funcionamento dos mais diversos tipos celulares e outros tecidos corporais (PLIKUS
etal., 2021). Nos pulmdes, os fibroblastos estdo associados a produg¢ao de MEC local,
no qual é tipicamente restrita as membranas basais e aos espacos intersticiais
(WHITE, 2015). No intersticio pulmonar os fibroblastos sdo as células mais
identificaveis e, além de estarem envolvidas na deposicdo de MEC, também estao
ligados aos reparos de lesdes locais (WHITE, 2015).

Em adultos, os fibroblastos residentes nos tecidos geralmente sao encontrados
relativamente quiescentes e em repouso (HOUTHUIJZEN; JONKERS, 2018) e
apresentam morfologia fusiforme (ELWAKEEL; WEIGERT, 2021). Ao serem ativados
por mecanismos de reparo tecidual, por exemplo, essas células exibem alteragdes
transcricionais que levam a proliferacdo e a alteragdes fenotipicas, no qual essas
células passam a exibir uma morfologia diferenciada associada com migragéao,
secrecao de componentes da MEC, de componentes de remodelamento da MEC e
fatores soluveis (KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014). Dessa forma, fibroblastos
ativados, conhecidos como miofibroblastos, sdo morfologicamente caracterizados por
serem grandes células estreladas com longos prolongamentos citoplasmaticos
(FORTIER et al., 2021) contendo feixes de microfilamentos de actina ou fibras de
estresse (MICALLEF et al., 2012) e um reticulo endoplasmatico altamente ativo
(BAUM; DUFFY, 2011).

E bem descrito que miofibroblastos tem como origem fibroblastos quiescentes,
todavia, outras células como pericitos, células endoteliais e adipécitos podem
desenvolver propriedades ligadas aos fendtipos de miofibroblastos e exibirem
atividades bioldgicas relacionadas a essas células, como a deposi¢cao de MEC, por
exemplo (KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014). Dessa forma, a populagdo de
miofibroblastos em um tecido pode ter origem heterogénea (ELWAKEEL et al., 2019).

A transicdo dos fibroblastos quiescentes em miofibroblastos pode ser feita
através da resposta de diversos sinais paracrinos e autdcrinos mediados por citocinas
e fatores de crescimento (KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014) que incluem as
vias de sinalizagéo do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF). Algumas
citocinas como o TNF-qa, IL-1 e IL-6 também podem, até certo ponto, favorecer a

ativagao dos fibroblastos (PLIKUS et al., 2021). Todavia, marcadamente, a via do
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TGF-B é fundamental para diferenciagéo dos fibroblastos em suas contrapartes ativas
(PLIKUS et al., 2021). Ligantes da familia do TGF-B estdo relacionados com a
promogao da atividade dos fatores de transcricdo SMAD, que esta associado com a
expressao da alfa-actina de musculo liso (a-SMA) (TOMASEK et al., 2002; SAHAI et
al., 2020). A a-SMA ¢é uma proteina contratil comumente expressa e utilizada para
identificar miofibroblastos (MALMSTROM et al., 2004) e esta associada as atividades
contrateis observadas em fibroblastos ativados no qual estdo relacionados com a
remodelagdo biomecénica da MEC que essas proprias células secretam (SHINDE;
HUMERES; FRANGOGIANNIS, 2017). Além disso, o TGF-f também induz a
expressdo de componentes da MEC por miofibroblastos in vitro e in vivo
(DESMOULIERE et al., 1993; MALMSTROM et al., 2004; MATSUMURA et al., 2020),
como colagenos dos tipos | e Il e fibronectina (VAN CAAM et al., 2018).

Miofibroblastos também exibem atividades pré-inflamatérias e no recrutamento
de células imunes em locais lesionados, uma vez que produzem e respondem a uma
série de citocinas, como TGF-B3, VEGF, fator de crescimento do tecido conjuntivo
(CTGF), IL-1, IL-6 e IL-8 (VAN CAAM et al., 2018), em contextos fisiolégicos e
patolégicos (KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014). Na lesdo pulmonar, por
exemplo, os fibroblastos residentes proliferam e sdo ativados para atuarem no
reestabelecimento da arquitetura tipica alveolar (QUESNEL et al., 2010), por meio da
secrecdo de colageno e fibronectina que sustentam, de maneira provisoria, a
proliferacao e diferenciacado de células progenitoras alveolares do tipo 2 (CHANDA et
al., 2019).

Entretanto, embora importantes na homeostase tecidual, ja é bem descrito que
fibroblastos ativados de maneira aberrante contribuem para a deposi¢cao desordenada
de MEC, com consequente desenvolvimento da doenca fibrética, que pode levar a
disfungdo organica. Por exemplo, na fibrose pulmonar, fibroblastos ativados de
maneira aberrante apresentam uma reposta fibrética patoldgica, conduzindo a graves
danos na fisiologia pulmonar (KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014).

Além do mais, fibroblastos ativados também exercem papéis biolégicos em
outras patologias, como o cancer. Em tumores sdlidos, esses fibroblastos ativados
sao conhecidos como fibroblastos associados ao cancer (FACs) e exibem importantes
papéis pré-tumorais (ERDOGAN; WEBB, 2017). Ademais, fibroblastos associados as

metastases (FAMs) também desempenham importantes papéis na geragcédo da doenga
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metastatica. No cancer de mama, por exemplo, essas células apresentam perfil
genbmico diferenciado, quando comparado as suas contrapartes nao diferenciadas
(GONZALEZ et al., 2016).

2.4 FIBROBLASTOS E O CANCER

Os tumores solidos sado estruturas compostas por células cancerosas
associadas a diversos outros tipos celulares nao malignos, como células imunes,
endoteliais, pericitos, fibroblastos e células mesenquimais, bem como pelos produtos
produzidos e secretados por essas células, tais como a MEC, citocinas e fatores de
crescimento que sao produzidos e secretados por fibroblastos (BREMNES et al.,
2011; ERDOGAN; WEBB, 2017).

O estroma normal é importante para manter a homeostasia tecidual e isso inclui
sua atividade anti-tumorigénica (ALKASALIAS et al., 2018). Todavia, algumas células
transformadas podem sobreviver e prosperar nesses ambientes, os convertendo em
ambientes propicios para o seu desenvolvimento, formando assim, um microambiente
tumoral (BREMNES et al., 2011; ALKASALIAS et al., 2018). E importante salientar
que o desenvolvimento, a progressao e a promogao da invasdo tumoral em tecidos
adjacentes e distantes, bem como o proprio desenvolvimento do tumor local, estao
intimamente relacionados com o constante crosstalk entre as células tumorais e seu
estroma (SAHAI et al., 2020).

Dentre os diversos componentes celulares do estroma tumoral, destacam-se
os FACs, que sdo uma populagao de células amplamente visualizadas em tumores
sélidos (ELWAKEEL; WEIGERT, 2021). No cancer de mama, por exemplo, os FACs
constituem a maior populagdo de células estromais (HOUTHUIJZEN; JONKERS,
2018).

Estudos recentes vém demonstrando que diversos tipos celulares podem dar
origem aos FACs, como os fibroblastos residentes do tecido, fibrocitos recrutados da
medula o0ssea, células-tronco mesenquimais, células epiteliais, células endoteliais,
células somaticas maduras como pericitos, células musculares lisas e adipécitos (DA
et al., 2021; ELWAKEEL; WEIGERT, 2021). No cancer de mama ja € descrito que os
FACs podem se originar de células tronco mesenquimais (JOTZU et al., 2011,
HOUTHUIJZEN; JONKERS, 2018) e dos fibroblastos residentes (AVGUSTINOVA et
al., 2016; ELWAKEEL; WEIGERT, 2021). A diferenciacdo dessas células em FACs
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pode estar relacionada com as vias moleculares dependentes do TGF- produzido e
secretado pelas células cancerosas (BREMNES et al., 2011; JOTZU et al., 2011;
ELWAKEEL; WEIGERT, 2021), bem como a via de sinalizagdo Notch (STRELL et al.,
2019), modulagao inflamatoria por IL-1 e IL-6, alteracbes da MEC, estresse fisioldgico
e danos no material genético (SAHAI et al., 2020).

No cancer de mama, FACs estdo envolvidos em diversos processos pro-
tumorais. Estdo implicados em alteragdes nas respostas imunoldgicas que culminam
no desenvolvimento de um microambiente imunossupressor, atravées do aumento da
sobrevivéncia e diferenciacdo de células T reguladoras (COSTA et al., 2018).
Moléculas produzidas e secretadas por FACs nos tumores mamarios malignos estao
diretamente relacionadas com a proliferagao, sobrevivéncia e metastase das células
cancerosas. A IL-6, CCL-2/MCP-1, MMP2, MMP9 e MMP11 s&o expressas em niveis
elevados por FACs, quando comparados com suas contrapartes normais, e esses
fatores estdo relacionados com a invasdo e metastase no cancer de mama
(GONZALEZ et al., 2016). FACs também s&o potentes secretores de TGF-B, citocina
que esta envolvida na ativagao e sustentacdo autdcrina dos FACs (KOJIMA et al.,
2010), bem como promogéao da migracao e metastase das células malignas do cancer
de mama (YU et al., 2014). Ainda, as vias do TGF-B e CXCL12 (C-X-C Motif
Chemokine Ligand 12) estdo envolvidas na transigédo epitélio-mesenquimal (PELON
et al.,, 2020). Em conjunto, esses e outros fatores soluveis secretados pelos FACs
contribuem para a comunicagao autdcrina e paracrina e, dessa forma, as citocinas e
fatores de crescimento secretados por FACs sao essenciais para a progressao
tumoral (ERDOGAN; WEBB, 2017).

Ademais, como células relacionadas intimamente com a produgao e secreg¢ao
da MEC, FACs podem promover uma constante deposicdo e remodelagdo da MEC,
podendo secretar niveis elevados de proteinas da MEC, como fibronectina e colageno
do tipo | (ERDOGAN; WEBB, 2017). Essas modificagbes anormais da MEC
influenciam diretamente no crescimento e a invasao tumoral (ELWAKEEL; WEIGERT,
2021), por promover a sobrevivéncia celular e reduzir a apoptose, promover a
transicéo epitélio-mesenquimal e estimular a migragao e invasao das células tumorais
(HOUTHUIJZEN; JONKERS, 2018). Ainda, a MEC secretada por FACs também esta
envolvida na promocgao de resisténcia a quimioterapicos (CAZET et al., 2018). Dessa
forma, a reorganizagdo da MEC promovida e direcionada por FACs também contribui
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substancialmente para a progressdo do cancer de mama (HOUTHUIJZEN;
JONKERS, 2018).

FACs também estdo envolvidos diretamente na angiogénese, evento esse
crucial para a sobrevivéncia, crescimento e metastase do cancer (WANG et al.,
2019a). A elevada secregao de CXCL12 por FACs no cancer de mama promove a
angiogénese (ORIMO et al., 2005). Ademais, forgas mecanicas realizadas por FACs
também podem ter papel importante na angiogénese no tumoral (SEWELL-LOFTIN et
al., 2017).

Além de atuarem localmente na promog¢ao do tumor, fibroblastos residentes em
sitios secundarios podem exibir atividades pro-metastaticas favorecendo a criagao de
NPMs e disseminacgao tumoral. Tais fibroblastos podem ser chamados de fibroblastos
associados a metastase (FAMs) (WANG et al., 2021c).

Assim como os FACs, FAMs também s&o considerados um grupo de células
com origem e fungcdes heterogéneas, que pode refletir, por exemplo, o local onde
residem. Dessa forma, fibroblastos residentes, células tronco mesenquimais, células
estreladas hepaticas e células estromais derivadas do tumor primario sdo possiveis
origens de FAMs (PEIN et al., 2020). Os FAMs podem ser encontrados em diversas
metastases, como a hepatica, pulmonar, cerebral e 0ssea, e possivelmente se
originam, em muitos casos, dos fibroblastos residentes nos sitios secundarios (FANG
et al., 2018; WANG et al., 2021b).

Quanto a génese, FAMs podem ser gerados antes mesmo da chegada das
células do tumor primario no sitio metastatico e essas células podem ser ativadas nao
apenas por células adjacentes tumorais ou estromais, mas também por células
tumorais e estromais nos sitios primarios por meio de fatores soluveis e VEs (FANG
et al., 2018; PEIN et al., 2020; WANG et al., 2021b). Pein et al. (2020), por exemplo,
relataram recentemente que a IL-1a e IL-1B produzida e secretada pelas células do
cancer de mama induzem a producdo de CXCL9 e CXCL10 em fibroblastos
pulmonares, com consequente desenvolvimento de metastases no pulmao.

Quanto suas funcbes na patologia do cancer, embora FAMs e FACs
desempenhem papéis similares na condugao do tumor, a FAMs podem apresentar
diferengas funcionais quando comparados com FACs e fibroblastos normais (NFs)
(WANG et al.,, 2021b). FAMs podem exibir atividades mais robustas quando
comparadas as suas contrapartes ativadas no tumor primario ou NFs (WANG et al.,
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2020). Por exemplo, um estudo reportou que os FAMs isolados de pacientes
acometidos com cancer de mama e com metastases 0sseas e hepatica apresentaram
maior expressao de a-SMA, quando comparados com FACs e NFs. Ademais, esses
FAMs aumentaram significativamente a proliferagdo de células MDA-MB-436 e MDA-
MB-231, quando comparados aos FACs. Além disso, esses pesquisadores
demonstraram que os FAMs s&o responsaveis por aumentarem o crescimento e a
metastase no cancer de mama in vivo (GUI et al., 2019). Um outro estudo demonstrou
que FAMs derivados da metastase cerebral do cancer de mama expressam niveis
elevados das quimiocinas CXCL12 e CXCL16, quando comparados com FACs e NFs
da mama. Ainda, reportaram que os FAMs promovem a migracdo das células
cancerigenas de maneira mais eficaz que os FACs (CHUNG et al., 2017).

FAMs também sao capazes de suportar o desenvolvimento de tumores em
sitios secundarios por favorecerem a angiogénese nesses locais (O’'CONNELL et al.,
2011; WANG et al., 2021b). Um estudo relatou que fibroblastos S100A4+ em locais
metastaticos do cancer de mama podem suportar as metastases em sitios
secundarios pela producao de VEGF, um importante fator angiogénico (O’CONNEL et
al., 2011).

Sendo os FAMs uma populagéo de fibroblastos ativadas no contexto da
metastase e que essas células estdo ativamente envolvidas na remodelagéo da MEC,
FAMs podem promover a metastase através do remodelamento da MEC, por
expressarem diversos fatores relacionados a esse processo (WANG et al., 2021b).

Ainda, assim como suas contrapartes localizadas nos tumores primarios, FAMs
também suportam a metastase por desempenharem importantes papéis na inibigao
das respostas imunes locais (WANG et al., 2021b). Foi relatado recentemente que
FAMs pulmonares, no cancer de mama, secretam elevadas quantidades de IL-33 e
esse fato esta relacionado com o desenvolvimento de uma resposta inflamatéria Th2
no ambiente metastatico por promover o recrutamento de eosindfilos, neutréfilos e
mondcitos para o sitio de metastase (SHANI et al., 2020). Dessa forma, esse estudo
demonstra que FAMs e célula imunes podem cooperar em conjunto para geragao de
um ambiente propicio para o desenvolvimento da metastase no cancer de mama
(SHANI et al., 2020).
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Por fim, FAMs também suportam as células tumorais nas metastases,
conferindo a essas células malignas aumento na capacidade de adesao, migracao e
invasao (WANG et al., 2021b).

Na luz dessas informacgdes, fica claro que os fibroblastos, tanto no contexto do
tumor primario, quanto em sitios secundarios, exercem importantes fungdes na
manutengdo e progressao do cancer, em especial o de mama. Dessa forma,
compreender como os fatores de risco associados ao cancer de mama, como a
obesidade, interferem nesse processo, pode ser importante para buscar estratégias

terapéuticas mais eficazes.

2.5 PEQUENAS VESICULAS EXTRACELULARES

A comunicagao entre as células em organismos multicelulares é essencial para
a manutencdo da homeostase do individuo. Dessa forma, as células utilizam
diferentes estratégias para enviar, receber, reconhecer e responder aos diferentes
sinais e estimulos do meio. Recentemente, novas formas de comunicacao intercelular
foram reconhecidas, dentre elas, aquelas relacionadas com as vesiculas secretadas
pelas células, chamadas coletivamente de vesiculas extracelulares (VEs) (RAPOSO;
STOORVOGEL, 2013). Embora inicialmente a secre¢éo de VEs, como 0s exossomos,
tenha sido associada com a eliminacdo de compostos desnecessarios pelas células,
hoje sabe-se que essas estruturas estdo intimamente relacionadas com diversas
condicgdes fisiologicas e patolégicas (RASHED et al., 2017).

VEs séo estruturas formadas por uma bicamada lipidica e que sdo produzidas
e secretadas por todas as células (YOKOI; OCHIYA, 2021) e amplamente
encontradas nos fluidos corporais, como saliva, sangue e urina (ABHANGE et al.,
2021). Essas particulas caracterizam-se por nao terem capacidade de replicagéo e
por ndo terem nucleo funcional (THERY et al., 2018). Ademais, variam em forma,
tamanho, origem celular, conteudo e sdo comumente distribuidas em trés grupos: os
exossomos, microvesiculas e corpos apoptoéticos (DOYLE; WANG, 2019).

Os corpos apoptoticos sdo as maiores VESs, variando de 1 a 5 ym de diametro
e sao liberados diretamente pelas células em apoptose (ABHANGE et al., 2021). As
microvesiculas, por sua vez, sdo VEs de tamanho intermediario, variando o didmetro
de 100 a 1000 nm de tamanho (ABHANGE et al., 2021). Essas VEs originam-se de

brotamentos da membrana plasmatica. Por fim, os exossomos, que sdo as menores
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VEs, possuem tamanho variavel entre 30 ~ 100 nm (ABHANGE et al., 2021), embora
alguns trabalhos tenham reportado distribuicbes de tamanho um pouco maiores que
as tradicionais (~200 nm) (PAULAITIS; AGARWAL; NANA-SINKAM, 2018). Quanto
sua biogénese, o0s exossomos estdo intimamente ligados a formagédo e
desenvolvimento do sistema endossomal. Endossomos iniciais amadurecem em
endossomos tardios ou corpos multivesiculares (MVBs), no qual, no interior dessas
estruturas, ocorre a formacdo de varias vesiculas intraluminais (HESSVIK;
LLORENTE, 2018; WEI et al., 2021). Dessa forma, os exossomos se originam das
vesiculas intraluminais formadas pelo brotamento interno dos MVBs (JADLI et al.,
2020). Esses MVBs fundem-se com a membrana plasmatica e liberam os exossomos
para o ambiente externo (COLOMBO; RAPOSO; THERY, 2014; HESSVIK;
LLORENTE, 2018). De forma alternativa, os MVBs podem ser encaminhados para os
lisossomos onde sdao degradados juntamente com seu conteudo (GURUNATHAN;
KANG; KIM, 2021). A figura 5 ilustra de forma simplificada a génese dos exossomos

nas células.
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Figura 5. Biogénese e secre¢cao de exossomos. Fonte: Imagem adaptada de
GURUNATHAN et al., 2021, p. 1283. Esta imagem esta disponivel sob licenga Creative
Commons 3.0 (CC BY-NC 3.0). Esta Ilicenca estd disponivel em:
<https://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0

Embora muitos estudos nos ultimos anos tenham dado enfoque aos papéis que

os exossomos desempenham em condi¢cdes fisiolégicas e patologicas, ainda

permanece a ser melhor caracterizada a diferengas entre exossomos e
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microvesiculas, visto que essas duas classes de VEs se sobrepdem em termos de
marcadores e tamanho. Dessa forma, a menos que as pesquisas possam caracterizar
a biogénese da VEs em seus estudos, a Sociedade Internacional de Vesiculas
Extracelulares enfatiza que os pesquisadores utilizem os termos pequenas VEs
(pVEs) para particulas menores que 200 nm e grandes e/ou médias VEs para
particulas maiores que 200 nm (THERY et al., 2018). Dessa forma, utilizaremos o
termo pequenas VEs ao invés do termo exossomo para nos referirmos aos trabalhos
que caracterizaram e utilizaram VEs com tamanho menor que 200 nm e que nao
tenham de fato caracterizado a biogénese das nanoparticulas isoladas.

Com os avangos nas pesquisas envolvendo as pequenas VEs diversos
trabalhos vém evidenciando que essas vesiculas sdo importantes em diversas
condigdes fisiologicas e patologicas. O TA, por exemplo, é capaz de secretar pVEs
que modulam as atividades das células-alvo, principalmente por mecanismos
relacionados ao metabolismo de lipidios, homeostase do tecido/érgao (ZHAO et al.,
2021), modulando respostas imunes, a sensibilidade sistémica a insulina, o
metabolismo de carboidratos e regulando a ingestdo de alimentos e do metabolismo
energético sistémico (HUANG; XU, 2021). Um estudo que buscou analisar o proteoma
de pequenas VEs derivadas do tecido adiposo de individuos magros ou em sobrepeso
moderado, identificou 884 proteinas presentes nessas estruturas. Ademais, uma
andlise da funcdo bioldgica dessas proteinas mostrou que muitas delas estdo
envolvidas em vias de sinalizagao relacionadas a fibrose hepatica, lesdes, cancer e
componentes que constituem ou regulam a produgdao da MEC (HARTWIG et al.,
2019).

No contexto da obesidade, as pVEs do TA de individuos com obesidade exibem
alteragcdes em seus conteudos moleculares, podendo alterar a homeostase local e
sistémica. Por exemplo, um estudo evidenciou que pequenas VEs do TA de individuos
com obesidade transportam micro-RNAs (miRNAs) que estao relacionados a ativagao
da via de sinalizagdo TGF-f3 e Wnt/B-catenina, que desempenham importantes papéis
na promogao de inflamagéao e fibrose em 6rgéos alvo (FERRANTE et al., 2015). Um
estudo demonstrou que a desregulagao da via TGF-B in vitro promovida por pVEs do
TA de individuos com obesidade pode estar envolvidas na patogénese da sindrome
do figado gorduroso néo alcéolico (KOECK et al., 2014). Também foi demostrado que
VEs secretadas pelo TA de individuos com obesidade estao envolvidas na resisténcia

de hepatécitos a insulina (DANG et al., 2019) e resisténcia sistémica a insulina e
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intolerancia a glicose (DENG et al., 2009; YING et al., 2017). Além disso, um outro
estudo demonstrou que pVEs do TA na condigao de obesidade inibem a polarizagao
de macréfagos para o perfil M2, promovendo inflamag&o induzida pela obesidade
(PAN et al., 2019). Dessa forma, fica evidente que alteragdes do tecido adiposo no
contexto da obesidade podem trazer graves prejuizos ao individuo (FISMAN;
TENENBAUM, 2014).

No cancer, estudos vém demonstrando que as pVEs desempenham papéis
cruciais em todas as etapas do desenvolvimento e progressao da doencga. Essas
nanoparticulas podem levar a disfungao das respostas imunes, favorecendo a criagao
de um nicho pro-tumoral, bem como a geracdo de metastase (WANG et al., 2021a),
na transformacéo de células sadias em células neoplasicas (OTHMAN; JAMAL; ABU,
2019), na proliferacdo das células malignas (SOLDEVILLA et al., 2014) e na
transformacao de células tronco mesenquimais em células estromais tumorais (CHO
et al., 2011).

No cancer de mama, por exemplo, pVEs derivadas das células tumorais
favorecem o desenvolvimento e progressao do tumor por diferentes mecanismos que
podem favorecer a migragao e invasao das células malignas (CAMPOS et al., 2018),
estimular a transicdo epitélio-mesenquimal de células epiteliais mamarias nao
tumorigénicas (GALINDO-HERNANDEZ et al., 2014), promover a angiogénese (MAJI
et al., 2017), polarizar macrofagos para um fenétipo associado a promocgéo do tumor
(LIANG et al., 2020) e atenuar a resposta antitumoral mediada por células T (YANG
et al., 2018). Ademais, as pVEs derivadas de células mamarias malignas também
estao implicados na diferenciacao de fibroblastos e células mesenquimais em FACs.
Um estudo observou que células tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo
adquirem o fendétipo de FACs com aumento da expressdo de a-SMA ao serem
expostas as pequenas VEs derivadas de células do tumor mamario. Ademais, esse
estudo demonstrou um aumento da expressao por essas células de fatores que
promovem o tumor, como VEGF, CCL5 e TGF-B (CHO et al., 2011). Em um outro
estudo foi observado que pequenas VEs derivadas de células do tumor mamario
podem levar a diferenciagdo de fibroblastos normais da mama em FACs, com
consequente promogao da invasdo e migragao das células malignas (YANG et al.,
2020).
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Além de estarem diretamente envolvidos no desenvolvimento do tumor local,
as pVEs derivadas das células tumorais também estdo envolvidos na formagao nos
nichos pré-metastaticos e metastases (LOBB; LIMA; MOLLER, 2017; GUO et al.,
2019).

Um estudo reportou que as pequenas VEs derivadas de células de CMTN,
MDA-MB-231, apresentam uma grande quantidade de MMPs e que esse fator pode
estar relacionado com as propriedades metastaticas dessa linhagem celular. Ademais,
esse mesmo estudo demonstrou que a presenga de proteinas e miRNAs nas
pequenas VEs analisadas sao importantes para a progressao do cancer, como
proteina histona H4, calmodulina, miR-130a e miR-328 (KRUGER et al., 2014).

pVEs derivadas de células tumorais podem provocar modificagdes na ativagao
de células do microambiente de sitios secundarios para garantir a génese da doenca
metastatica. Hoshino et al. (2015) demonstraram que as pVEs de células tumorais
parecem mediar seus efeitos pré-metastaticos de maneira ndo aleatéria, concluindo
que essas nanoparticulas podem mediar metastases orgao-especificos. Costa-Silva
et al. (2015) observaram que pVEs derivadas do adenocarcinoma ductal pancreatico
sdo captados pelas células de Kupffer do figado, que sao induzidas a secretarem TGF-
B. Esse fator ativa as células estreladas hepaticas, culminando assim, na criacdo um
ambiente fibrético hepatico com consequente geracdo de um nicho pré-metastatico
no orgao. Peinado et al (2012) observaram que pVEs derivadas de melanoma
aumentam a permeabilidade vascular pulmonar. Ao avaliarem o perfil de expressao
génica no 6rgao, observaram cerca de 130 genes expressos diferencialmente em
camundongos, dos quais estavam relacionados a remodelagdo da MEC e inflamagao.
Ademais, os pesquisadores evidenciaram que essas VEs aumentavam a carga
mestastatica no pulmao, concluindo assim, que essas nanoparticulas s&o estruturas
chaves na doenga metastatica no melanoma.

pVEs também estdo envolvidos na ativacao de fibroblastos residentes em
locais secundarios, como os pulmdes. Ji et al. (2020) reportaram que VEs derivadas
de células de células malignas do céancer colorretal podem estar envolvidas na
ativacao de fibroblastos pulmonares em miofibroblastos, com consequente facilitacao
do crescimento e desenvolvimento do tumor metastatico. Fang et al. (2018)
reportaram que as pVEs derivadas do carcinoma hepatocelular altamente metastatico

sdo capazes de favorecer a ativacao de fibroblastos no nicho pré-metastatico
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pulmonar, com consequente promog¢ao da progresséo do tumor por meio da secre¢ao
de IL-6 e IL-8.

Em sintese, fica claro que as pVEs sao importantes componentes na
comunicagao intercelular, embora ainda seja necessario empreender mais esforgos
para uma melhor compreensao do papel dessas VEs derivadas do TA de individuos
obesos no contexto do cancer de mama e da doenga metastatica nesse tipo de

neoplasia.

2.6 JUSTIFICATIVA

Diante o exposto, o TA de individuos com obesidade apresenta atividade
alterada no que tange a secrecéao de diversas citocinas pro-inflamatorias, conduzindo
a uma inflamacao sistémica de baixo grau (BARONE et al., 2020). E bem estabelecido
a relacao entre a inflamacgao e o cancer (COUSSENS; WERB, 2002; MANTOVANI et
al., 2008) e inflamacgao crénica nao resolvida associada a obesidade pode contribuir
para o aumento do risco de desenvolver cancer (PARK et al., 2014). A secrecao
aberrante de moléculas pelo tecido adiposo na condigdo de obesidade, como TNF-q,
IL-6 e leptina, pode conduzir a uma progressao do tumor mamario e nas metastases,
uma vez que essas moléculas atuam diretamente sobre as células tumorais ou no
microambiente tumoral (BARONE et al., 2020). Ja foi demonstrando
experimentalmente que a leptina, que € suprarregulada no contexto da obesidade,
medeia efeitos pro-tumorais e pro-mestastaticos, pois esta associada ao aumento da
migragdo e invasdo das células tumorais mamarias, indu¢do da angiogénese e
modulagdo das respostas imunes, principalmente aquelas ligadas aos macréfagos
(BARONE et al.,, 2020). Além disso, foi demonstrado que existe uma importante
associagao entre as células adiposas e as ceélulas tumorais, uma vez que, adipécitos
podem atuar no suprimento energético para células neoplasicas, através da liberagao
de acidos graxos, que estimulam a promog¢ao de metastases no cancer de ovario
(NIEMAN et al., 2011), aumento da agressividade do melanoma (LAZAR et al., 2016),
progressao (DIRAT et al., 2011), proliferacao e migragcao (BALABAN et al., 2017) e
motilidade (CARTER; CHURCH, 2012) de células do cancer de mama.

Por fim, embora ainda pouco estudado, tem surgido cada vez mais evidéncias
que a secrecao de VEs pelo tecido adiposo na obesidade pode estar diretamente

envolvida na progressao do cancer e da geragao da doenga metastatica (MORAES et
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al., 2021). As pVEs derivadas do tecido adiposo foram recentemente sugeridas como
importantes fatores no cancer colorretal (LU et al., 2017). Finalmente, um trabalho
recente demonstrou que as VEs derivadas do tecido adiposo obeso aumentam a
proliferagdo das células das linhagens tumorais mamarias MCF-7 e MDA-MB-231,
bem como potencializam a capacidade migratoria dessas segundas células,
demonstrando que as vesiculas derivadas do tecido adiposo podem desempenhar
importantes papéis no contexto da obesidade no cancer de mama (RAMOS-
ANDRADE et al., 2020).

Na luz dessas informacgdes, fica evidente que a obesidade desempenha papéis
fundamentais na progresséo do cancer e da doenga metastatica. Ainda, embora a
geragdo da doengca metastatica seja um evento que impacta diretamente na
sobrevivéncia do individuo, os mecanismos subjacentes a sua ocorréncia ainda
permanecem por serem melhor compreendidos, visto que, diversos e complexos
processos sao requeridos (FARES et al., 2020). Por fim, parece que outros fatores
extratumorais ainda pouco explorados, como o TA na condigdo de obesidade, figuram
estar implicados no desenvolvimento dos nichos pré-metastaticos e,
consequentemente, das metastases (MORAES et al., 2021).

Dessa forma, sabendo que a obesidade € um importante fator de risco para o
cancer de mama; que o pulm&o € um dos principais érgédos metastaticos nesse tipo
de neoplasia; que os fibroblastos entdo envolvidos ativamente na criagdo de nichos
pré-metastaticos; hipotetizamos em nosso trabalho que a inflamacao sistémica
cronica em individuos com obesidade promovida pelo TA nessa condigao, bem como
as pVEs derivadas desse tecido, podem ativar células em sitios secundarios ao tumor,
como os fibroblastos pulmonares, favorecendo a criacdo de um nicho chamativo e
permissivo para as células tumorais e, consequentemente, auxiliando na geracéo de

metastases.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

e Investigar a capacidade do TA derivado de individuos com obesidade em
promover a ativagdo de fibroblastos pulmonares e avaliar os impactos de

fibroblastos tratados na migracao de células tumorais de CMTN.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar morfologicamente e por tamanho as pVEs derivadas do TA de
individuos com obesidade;

e Avaliar os efeitos in vitro dos meios condicionados depletados de VEs do TA
de individuos com obesidade (MdOb) e das pVEs derivadas do TA de
individuos com obesidade (pVEsODb) sobre fibroblastos pulmonares humanos;

e Avaliar a producdo de mediadores inflamatoérios por fibroblastos pulmonares
tratados com MdOb e pVEsOb

¢ Investigar a ocorréncia de alteragcdes na migracao das células cancer de mama
MDA-MB-231 co-cultivadas com fibroblastos tratados com MdOb e pEVsOb.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAIS

Foram utilizados o meio de cultura de células Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) para cultivar os fragmentos de tecido adiposo e das células de cancer de
mama triplo-negativo MDA-MB-231; e RPMI para as células da linhagem de
fibroblastos pulmonares Wi-38, ambos adquiridos da Gibco (Life Technologies). O
tampao HEPES e a solugdo de antibidticos (contendo penicilina, estreptomicina e
neomicina) também foram adquiridos da Gibco (Life Technologies). O soro fetal bovino
(SFB) foi adquirido da Cultilab. A solucéo de tripsina/EDTA foi adquirida da Vitrocell.
O azul de tripan utilizado no ensaio de viabilidade e proliferacdo foi adquirido da
Sigma-Aldrich. O brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT)
foi adquirido da Ivitrogen™. Para realizar a extragao do RNA das células em cultura,
foi utilizado o reagente TransZol (TransGen Biotech). Os filtros de seringa Millex®GP
(0,22pm) utilizados para filtrar o meio condicionado foram adquiridos da Merck. Os
insertos utilizados no ensaio de migragao transwell foram adquiridos da Corning®. O
tecido adiposo e as células utilizadas nesse estudo foram mantidas em estufa umida
Forma Series |l Water-Jacketed CO:2 Incubator (Thermo Scientific). Quando
necessario, as amostras coletadas foram armazenadas em freezer Forma 88000
Series (Thermo Scientific), a -80°C. O processo de centrifugagcdo das amostras foi
feito utilizando a centrifuga Heraeus Megafuge 16R (Thermo Scientific) ou MR 23i
(Thermo Scientific). A ultracentrifugacdo foi realizada na utracentrifuga L-100XP
(Beckman Coulter). A aquisicao das imagens do ensaio de internalizagdo das pVEsOb
foi realizada no microscoépio confocal (Leica DMIGO00CS). A aquisigao de imagens do
ensaio de cicatrizagao foi realizada no microscépio de fluorescéncia invertido Olympus
CKX53 com camera acoplada. Para avaliar a atividade mitocondrial, foi utilizado o
citbmetro de fluxo FACSCanto Il (BD Biosciense).

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Imunologia da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), Centro de Tecnologia Celular e
Imunologia Aplicada (IMUNOCET-UFJF) e Laboratério Integrado de Pesquisa (LIP-
UFJF).
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4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para a execugdo da presente investigagdo, elaboramos o delineamento
experimental conforme mostrando na figura 6. As amostras do tecido adiposo de
voluntarios eutroficos e com obesidade foram coletadas e o meio condicionado (MC)
obtido. A partir dele, foram coletadas pVEs e o MC depletado de VEs. As pVEs foram

caracterizadas através do tamanho e capacidade de internalizagéo por células Wi-38.

Amostras humanas de
tecido adiposo (TA)

' v
Meio condicionado VEs derivadas Caracterizagao
depletado de VEs do tecido adiposo obeso das pequenas VEs

Tamanho das particulas
Incorporagéo pelas células
Dosagem proteica

Cultura das células, tratamentos e ensaios |

A J Y Y A
Viabilidade Atividade Formagéo de Cicatrizagdo Secregédo de mediadores Expresséo Migracédo
celular mitocondrial coldnias inflamatérios génica

Figura 6. Esquema do delineamento experimental. O meio condicionado dos tecidos adiposos
de individuos eutréficos e com obesidade foram obtidos e, em seguida, utilizados no processo
de ultracentrifugacido para a obtencdo do meio depletado de VEs e isolamento das pVEs, que
foram posteriormente caracterizadas. O material isolado foi utilizado para tratar os fibroblastos
pulmonares Wi-38 e ensaios funcionais foram realizados. Por fim, fibroblastos tratados e células
tumorais MDA-MB-231 foram co-cultivadas em sistema Transwell para avaliar a migragao das
células cancerosas. Fonte: Autor (2023).

Em seguida, investigamos os efeitos do tecido adiposo sobre fibroblastos
pulmonares. Para tanto, realizamos o tratamento dos fibroblastos da linhagem
pulmonar Wi-38 em diferentes condicdes, conforme mostrado no quadro 1, e
realizamos os ensaios funcionais de viabilidade celular, atividade mitocondrial,
formacao de colbnias e cicatrizacdo. Também avaliamos a secre¢cao de mediadores
inflamatorios e a expressdo génica dos fibroblastos em diferentes condicoes,
conforme mencionado. Por fim, analisamos se os fibroblastos pulmonares submetidos
as diversas condigdes de estudo estavam envolvidos no aumento da migragao de
células tumorais MDA-MB-231 através do ensaio de migragdo utilizando inserto

Transwell.
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Quadro 1 — Grupos e tratamentos experimentais

Grupos Tratamento

NT Fibroblastos n&o tratados.

Wi-38+MdEu Fibroblastos tratados com 20% de meio condicionado depletado de VEs do
tecido adiposo de individuos eutroficos.

Wi-38+MdOb Fibroblastos tratados com 20% de meio condicionado depletado de VEs do
tecido adiposo de individuos com obesidade.

Wi-38+pVEsOb Fibroblastos tratados com 15 pg/mL de pequenas VEs derivadas do tecido

adiposo de individuos com obesidade.

MdEu = meio condicionado depletado de VEs derivado do TA de individuos eutréficos; MdOb = meio
condicionado depletado de VEs derivado do TA de individuos com obesidade; pVEsOb = pequenas
vesiculas extracelulares derivadas do TA de individuos com obesidade. Fonte: Autor (2023)

4.3 CULTURA CELULAR

Para a realizagdo desse estudo foram utilizadas a linhagem de fibroblastos
pulmonares Wi-38, cedidas gentilmente pela Professora Doutora Kézia Scopel, do
Laboratério de Parasitologia da UFJF, e a linhagem de células tumorais mamarias
triplo negativas MDA-MB-231. A células Wi-38 foram cultivadas em garrafas de cultura
contendo o meio de cultura RPMI suplementado com 10% de SFB, 1% de solucao
antibiética e HEPES. As células MDA-MB-231 foram cultivadas em garrafas de cultura
contendo o meio de cultura DMEM high glucose suplementado com 10% de SFB e
1% de solugdo antibidtica. As células semeadas foram mantidas em estufa umida, a

37°C, em atmosfera contendo 5% de COa.

As culturas foram subcultivadas quando necessario (confluéncia entre 80% e
90%). Para tanto, as células foram lavadas com tampao fosfato-salino (PBS) 1X
estéril, a fim de retirar células mortas e residuos do meio de cultura. Em seguida, foi
adicionada a solugéo tripsina/EDTA 0,25% com o objetivo de desaderir as células das
garrafas. Posteriormente, foi adicionado meio de cultura suplementado com SFB, a
fim de inativar a tripsina, e a solugédo contento as células desaderidas foi centrifugada
a 1500 rpm, por 5 minutos, a 4°C. O pellet formado foi ressuspendido em meio
suplementado correspondente e as células novamente semeadas e cultivadas da

forma supracitada.
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4.4 OBTENGAO DO MEIO CONDICIONADO DERIVADO DO TECIDO
ADIPOSO E ISOLAMENTO DAS PEQUENAS VEs

Sob aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (UFJF)
(parecer: 5.321.687), o tecido adiposo visceral (TAV) de individuos eutréficos
(IMC<25) e individuos com obesidade (IMC>30) submetidos a cirurgias abdominais e
bariatricas, respectivamente, foram obtidos. Apds as pecgas cirurgicas serem retiradas,
elas foram armazenadas em coletores estéreis contendo solugc&o de antibidticos (100
pg/mL). Em seguida, o TAV dos voluntarios foi lavado com PBS 1X estéril e dividido
em pequenos fragmentos com o auxilio de pinga e bisturi. Os fragmentos foram entéo
cultivados em placas de seis pogos contendo DMEM suplementado com solugao
antibiotica (100 pg/mL) e mantidas em estufa umida, a 37°C, em atmosfera contendo

5% CO2. Apds 24 horas, o meio condicionado da cultura do TAV foi coletado.

Afim de obter o meio condicionado do TAV livre de VEs e isolar as pVEs, o
sobrenadante obtido, como descrito anteriormente, foi submetido a processos de
centrifugacéo e ultracentrifugagéo, adaptado de Franquesa et al. (2014) e conforme
mostrado na figura 7. Primeiramente, o0 meio condicionado passou por trés sucessivas
centrifugacgdes: 300 g, por 15 minutos; 2.000 g, por 15 minutos; 20.000 g, por 45
minutos, todas a 4°C. O sobrenadante proveniente do ultimo processo de
centrifugacéo foi entao filtrado utilizando-se filtro de seringa com poros de 0,22 ym. O
filtrado foi entdo ultracentrifugado a 110.000 g, por 70 minutos, a 4°C. O meio
condicionado livre de vesiculas extracelulares foi aliquotado em tubos tipo Falcon (50
mL) e armazenados em freezer, a -80°C. Para a obtencao das pequenas VEs, o pellet
obtido na etapa anterior foi ressuspendido em PBS e ultracentrifugado novamente sob
as mesmas condigbes descritas anteriormente. Por fim, o pellet obtido foi
ressuspendido em aproximadamente 100 ul de PBS, aliquotado em microtubos e

congelado a -80°C.

Para a realizagcao dos experimentos, foi feito um pool, com no minimo duas

amostras de meios depletados ou pVEsOb.
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Filtragem

Figura 7. Processo de centrifugacdo e ultracentrifugagiao para a obtengcdo do meio
condicionado livre de vesiculas extracelulares. Fonte: Autor (2023). Criado em
biorender.com

4.5 CARACTERIZAGAO DAS PEQUENAS VEs
451 ANALISE DO TAMANHO DAS PEQUENAS VEs POR
ESPALHAMENTO DINAMICO DA LUZ.

O diametro das particulas foi analisado pela técnica de espalhamento dinamico
da luz (DLS - do inglés, Dynamic Ligth Scattering) que permite determinar o perfil da
distribuicdo de tamanhos das particulas. Os isolados de pVEs foram diluidos 250
vezes em PBS filtrado (0.22 mm). O sobrenadante foi transferido para cubetas de vidro

para medigao do didmetro hidrodindmico no equipamento Zetasizer Nano (Malvern).

4.5.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Um volume de 3 pL da suspensdo das EVs foi fixado com 100 uL de
paraformaldeido 4%. A mistura (2 uL) foi transferida a duas grades revestidas com
Formvar de carbono para microscopia eletrénica. As membranas foram cobertas por
20 minutos. Uma gota de 100 uL de PBS foi colocada em uma folha de parafiime e as
grades transferidas com o lado da membrana da amostra voltada para baixo, usando
uma pinga limpa, por 2 minutos. As grades foram mantidas umidas no lado da
membrana durante todas as etapas, mas secas no lado oposto. As grades foram
transferidas para uma gota de 50 pyL de 1% de glutaraldeido, durante 5 minutos, antes
de transferir para uma gota de 100 yL de agua destilada, durante 2 minutos. Essa

etapa foi repetida para um total de 8 lavagens em agua. Para contrastar as amostras,
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as grades foram transferidas para uma solugao de 50 pL de solugao de uranil-oxalato,
pH 7, durante 5 minutos, antes de ser transferido para uma gota de 50 pL de
metilcelulose-UA (4% de acetato de uranilo e 2% metil celulose numa proporcao de
100 pL/900 pL, respectivamente), durante 10 minutos, colocando as grades em um
prato de vidro coberto com parafilme em gelo. As grades foram removidas com ago
inoxidavel e o excesso de fluido foi recolhido suavemente no papel de filtro 54
Whatman n°1. As grades foram secas e armazenadas em caixas. A seguir, as
amostras foram analisadas no microscopio eletronico de transmissao, modelo JEM
1.011 a 80 kV. (JEOL/Massachusetts/lUSA). As imagens foram captadas em uma
camera (model 785 ES1000W, Gatan, USA) e analisadas no programa de computador

“Gatan versao 1.6”

4.5.3 QUANTIFICAGAO PROTEICA DAS pVEsOb

Apos o isolamento das pVEsOb do tecido adiposo e do MdOb, uma aliquota
das amostras foi utilizada para realizar a dosagem proteica, utilizando-se o kit Micro
BCA ProteinAssay (Thermo Fisher Scientific, EUA), seguindo a metodologia proposta

pelo fabricante.

4.5.4 INTERNALIZAGAO DAS pVEsOb PELOS FIBROBLASTOS
PULMONARES

Buscamos, em seguida, avaliar a internalizagdo das pVEsODb pelos fibroblastos
pulmonares da linhagem Wi-38. Para tanto, 2 x 10* células foram semeadas, por pogo,
em placa de 24 pocos, que continham laminulas de vidro estéreis, por 24 horas. Em
seguida, amostras de pVEsOb e de MdOb foram diluidas em PBS para a concentragéo
proteica final de 50 ug/mL, em volume final de 500 uL e entao transferidas para tubos
de ultracentrifugacdo. Para a marcacado das pVEsOb foi utilizado o kit PKH26 Red
Fluorescent Cell Linker (Sigma-Aldrich). Em cada tubo, foi adicionada a solucao
corante contendo 400 pL de Diluente C e 3 uL de PKH26. Como controle de marcacao,
um tubo adicional contendo apenas PBS e a solugao corante foi preparado. Apés 3
minutos de marcagao, foi adicionado em cada tubo 1 mL de PBS suplementado com
SFB livre de VEs, por dois minutos, para parar a reagao e os tubos preenchidos com
meio de cultura ndo suplementado. Em seguida, o material foi ultracentrifugado a

110.000 g, por 1 hora, a 4°C para a lavagem do excesso de marcagéo.
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Apds o0 processo, 0 sobrenadante foi retirado cuidadosamente dos tubos e
ressuspendido em 100 uL de meio de cultura RPMI n&o suplementado. Os fibroblastos
foram entdo tratados com 15 pL das respectivas amostras (quadro 2). Apds 4 horas
de tratamento, o sobrenadante foi retirado, os pog¢os lavados com PBS 1X e as células
fixadas em paraformaldeido 4%, por 20 minutos. Em seguida, as células foram
lavadas duas vezes com PBS 1X e incubadas com Hoechst (Sigma-Aldrich, EUA)
(2ug/mL) para visualizagdo do nucleo celular, por 5 minutos, lavadas trés vezes com
PBS 1x e as laminas montadas com meio de montagem e visualizadas, por fim, em

microscopio confocal.

Quadro 2 - Grupos e tratamentos experimentais realizados para avaliar a
internalizagao de pVEsOb por fibroblastos pulmonares

Grupos Tratamento

+pVEsOb - PKH - Hoechst Células tratadas com pVEsOb nao coradas com PKH e Hoechst

- pVEsOb +PKH + Hoechst Células nao tratadas com pVEsODb, coradas com PBS+PKH e
Hoechst

+ pVEsOb - PKH + Hoechst Células tratadas com pVEsOb, ndo coradas com PKH e
coradas com Hoechst

+MdOb +PKH + Hoechst Células tratadas com solugao contendo MdOb corada com PKH
e Hoechst

+ pVEsOb +PKH + Hoechst Células tratadas com pVEsOb coradas com PKH e Hoechst

4.6 EFEITOS DO TECIDO ADIPOSO NA VIABILIDADE DE
FIBROBLASTOS PULMONARES

Buscamos investigar os efeitos dos diferentes tratamentos supracitados
(Quadro 1) na viabilidade dos fibroblastos pulmonares. Para tanto, foram realizados

os ensaios de exclus&o por azul de tripan e MTT.

4.6.1 ENSAIO DE EXCLUSAO POR AZUL DE TRIPAN

1 x 10* células Wi-38 foram semeadas, por pogo, em placas de 96 pocos,
contendo 100 uL de meio RPMI suplementado com 1% de SFB e 1% de solucao de
antibidticos e mantidas por 24 horas para adesao, em estufa umida, a 37°C, em
atmosfera contendo 5% de CO2. Apds o tempo, as células foram lavadas com PBS
1X e, em seguida, tratadas com os tratamentos correspondentes (Quadro 1)
suplementados com 1% SFB e 1% de solugao antibidtica. Para cada condi¢gao foram

feitas triplicatas técnicas, em trés ensaios independentes. Apds 24 e 48 horas de
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tratamento, as células foram tripsinizadas (50 pL/pogo) e adicionado meio de cultura
contendo 10% de SFB para inativacdo da tripsina (50 pL/pog¢o). Em seguida, as
células foram diluidas no corante azul de tripan, para verificar a perda de seletividade
da membrana plasmatica, ja que essa substancia penetra apenas células cuja
membrana plasmatica ndo se encontra integra, infiltrando-se no citoplasma e, dessa
forma, indicando morte celular (MASSON-MEYERS; BUMAH; ENWEMEKA, 2016;
STROBER, 2015). As células vivas (incolores) e mortas (coradas), foram contadas em
camara de Neubauer com o auxilio de um microscépio de luz. Os dados obtidos foram
convertidos em porcentagem de células vivas em relagao ao numero total (células

vivas + nao vivas).

4.6.2 ENSAIO DE MTT

Além de avaliar a integridade da membrana, buscamos avaliar a atividade
metabdlica celular como indicador da viabilidade, através do ensaio de MTT. Esse
ensaio colorimétrico consiste na redugao do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazdlio (MTT) em cristais de formazan pelas desidrogenases
mitocondriais das células metabolicamente viaveis.

Para tanto, 1x10* células Wi-38 foram semeadas, por pogo, em placa de 96
pocos, contendo 100 yL de meio RPMI suplementado com 1% de SFB e 1% de
solugao de antibioticos, por 24 horas, em estufa umida, a 37°C e atmosfera de 5% de
COo.. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS 1X e em seguida, conforme
0 quadro 1, receberam 100 pL dos tratamentos correspondentes (Quadro 1)
suplementados com 1% SFB e 1% de solucdo antibidtica. Para cada condi¢cao foram
feitas triplicatas técnicas, em trés ensaios independentes. Apds 24 e 48 horas de
tratamento, os sobrenadantes dos pocgos foram retirados, os pogos lavados e
adicionados 90 pL de meio de cultura RPMI suplementado e 10 pyL de solugdo de MTT
(56 mg/mL), por poco, e a placa novamente incubada em estufa umida, nas condi¢des
supracitadas, por 4 horas. Em seguida, o meio contento MTT foi aspirado de cada
poco e adicionado 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO), por pogo, a fim de solubilizar
os cristais de formazan. A absorbéancia foi absorvida em espectrofotdmetro, em

comprimento de onda de 540 nm.
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4.7 AVALIAGAO DA PROLIFERAGAO CELULAR

Buscamos avaliar se os diferentes tratamentos (Quadro 1) impactam na
proliferagdo dos fibroblastos pulmonares. Para tanto, 1 x 10* células Wi-38 foram
semeadas, por poco, em placas de 96 pocgos, contendo 100 pL de meio RPMI
suplementado com 1% de SFB e 1% de solugao de antibiéticos e mantidas por 24
horas para adesao, em estufa umida, a 37°C, em atmosfera contendo 5% de CO..
Apods o tempo, as células foram lavadas com PBS 1X estéril e, em seguida, tratadas
com os tratamentos correspondentes (Quadro 1) suplementados com 1% SFB e 1%
de solucdo antibiética. Para cada condi¢ao foram feitas triplicatas técnicas, em trés
ensaios independentes. Apdés 24 e 48 horas de tratamento, as células foram
tripsinizadas (50 pL/pogo) e adicionado meio de cultura contendo 10% de SFB para
inativagao da tripsina (50 puL/pocgo). Em seguida, as células foram diluidas no corante
azul de tripan, e contadas em camara de Neubauer com o auxilio de um microscépio

de luz. Foram consideradas apenas as células vivas para a montagem dos graficos.

4.8 ATIVIDADE MITOCONDRIAL

Buscamos avaliar a atividade mitocondrial dos fibroblastos pulmonares tratados
com pVEsOD utilizando a sonda fluorescente tetrametilrodamina etilico éster (TMRE)
(Fluka Analytical), que mede o potencial de membrana mitocondrial (AYm) por
citometria de fluxo. Para tanto 2,5 x 10° células Wi-38 foram semeadas, por pogo, em
placa de 6 pogos, contendo 2 mL de meio RPMI suplementado com 10% SFB e 1%
de solucao antibiéticos e mantidas por 24 horas para adesdo, em estufa umida, a
37°C, em atmosfera contendo 5% de CO2. Apds o tempo, as células foram lavadas
com PBS 1X estéril e, em seguida, tratadas com novo meio suplementado (10% SFB
e 1% solugao antibiética) contendo 15 pg/mL de pVEsOb. Apds incubagao por 24 e
48 horas com o tratamento, as células foram tripsinizadas e foi adicionado meio de
cultura contendo 10% de SFB para inativar a tripsina. A suspengao celular foi, em
seguida, centrifugada a 1500 rpm, por 5 minutos, a 4°C, e as células ressuspendidas
em 300 pL de solugao balanceada de Hank’s (HBSS). A suspengéao foi transferida
para tubos de citometria e, em seguida, adicionou-se em cada tubo TMRE (100 nM),
por 10 minutos, a 37°C. Como controles, foram utilizados fibroblastos nao tratados

com pVEsODb e células ndo marcadas.
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Em seguida, as amostras foram avaliadas por citbmetro de fluxo com 30.000
eventos adquiridos. Para as analises foi utilizado o software FlowJo®. Os dados

obtidos foram representados em média de intensidade de fluorescéncia.

4.9 ENSAIO DE CLONOGENICIDADE

Avaliamos se o meio condicionado depletado de pVEs do tecido adiposo
eutrofico e de individuos com obesidade influenciam na capacidade de formacgao de
col6nias das células da linhagem Wi-38. Para tanto, 2x103 fibroblastos da linhagem
Wi-38 foram semeados, por poco, em placa de 12 pocos, contendo 800 uL de meio
RPMI suplementado com 10% SFB e 1% de solugéo antibidticos e mantidas por 24
horas para adesao, em estufa umida, a 37°C, em atmosfera contendo 5% de CO..
Apods o tempo, as células foram lavadas com PBS 1X e, em seguida, tratadas com
MdOb ou MdEu suplementados com 10% SFB e 1% de solucao antibiotica. Para cada
condicao foram feitas duplicatas técnicas, em trés ensaios independentes. Apos 14
dias de tratamento, as placas foram lavadas com PBS 1X duas vezes, fixadas com
paraformaldeido 4%, por 10 minutos, lavadas novamente com PBS 1X e coradas com
cristal violeta 0,1%, por 1 minuto. Apds lavagem abundante com PBS 1X as placas
permaneceram em temperatura ambiente e foram fotografadas utilizando-se
microscopio invertido com camera acoplada. As imagens obtidas foram utilizadas para

quantificar as colénias com o auxilio do software Imaged.

4.10 ENSAIO DE CICATRIZAGAO (WOUND HEALING)

Os efeitos do tecido adiposo sobre a migracao dos fibroblastos da linhagem Wi-
38 foram avaliados através do ensaio Wound healing (cicatrizagao de feridas). 8 x 10*
fibroblastos foram semeados por poco, em placa de 24 pocos, contendo 500 pL de
meio RPMI suplementado com 1% de SFB e 1% de solugao de antibidticos e mantidas
por 24 horas para adesao, em estufa umida, a 37°C, em atmosfera contendo 5% de
CO2. Apos 24 horas, o meio de cultura foi retirado, as células foram lavadas com meio
de cultura n&do suplementado por duas vezes. Com o auxilio de ponteiras p200, foi
feito um risco longitudinal produzindo um gap sem células e, em seguida, 0os pogos
foram lavados com RPMI n&o suplementado para a remogao das células desaderidas.
Posteriormente, as células foram tratadas com os tratamentos correspondentes

(Quadro 1) suplementados com 1% SFB e 1% de solucdo antibidtica. Para cada
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condicao foram feitas ftriplicatas técnicas, em trés ensaios independentes. Em
seguida, as placas foram levadas para aquisicdo de imagens com o auxilio de
microscopio invertido acoplado com cémera fotografica. Dois diferentes campos
fotograficos foram obtidos em cada po¢o no momento apds o tratamento (tempo zero
—T0),12(T12) e 24 (T24) horas ap0s o risco/tratamento. Para garantir que os mesmos
campos fossem fotografados nos tempos propostos, e assim acompanhar a migragao
nesses locais, previamente a semeadura das células foram feitas duas retas paralelas,
perpendiculares ao risco do gap, com auxilio de marcador permanente e régua, no
fundo de cada pogo da placa. O comprimento do gap foi medido ao longo do tempo

utilizando o software ImageJ.

4.11 DOSAGEM DE MEDIADORES SOLUVEIS

Para investigar a produgdo de mediadores soluveis por fibroblastos tratados
sob diferentes condigbes, dosamos as citocinas por meio do ensaio imunoenzimatico
(ELISA) do tipo sanduiche. Para tanto, foram semeadas 1,5 x 10° fibroblastos da
linhagem Wi-38 foram semeados, por pogo, em placa de 6 pogos, contendo 2 mL de
meio RPMI suplementado com 10% SFB e 1% de solugao antibiéticos e mantidas por
24 horas para adesao, em estufa umida, a 37°C, em atmosfera contendo 5% de COa.
Apods o tempo, as células foram lavadas com PBS 1X estéril e, em seguida, tratadas
com os tratamentos correspondentes (Quadro 1) suplementados com 10% SFB e 1%
de solucao antibidtica. Apds 24 e 48 de tratamento, o sobrenadante de cada pogo foi
retirado, aliquotado e armazenado em freezer, a -80°C para posteriormente ser
utilizado o ensaio de ELISA. Foram dosadas as citocinas Ang1, IL1-B, IL-6, MIF,
RANTES, TGF-B, TNF-a, VEGF, conforme especificagdes do fabricante.

4.12 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA
4.12.1 EXTRAGCAO DE RNA

1,5 x 10° fibroblastos da linhagem Wi-38 foram semeados, por poco, em placa
de 6 pogos, contendo 2 mL de meio RPMI suplementado com 10% SFB e 1% de
solucao antibiéticos e mantidas por 24 horas para adesao, em estufa umida, a 37°C,
em atmosfera contendo 5% de CO2. Apds o tempo, as células foram lavadas com
PBS 1X estéril e, em seguida, tratadas com os tratamentos correspondentes (Quadro
1) suplementados com 10% SFB e 1% de solugdo antibiotica. Apds 48 horas de
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tratamento, o sobrenadante foi recolhido, aliquotado e armazenado em freezer a -
80°C. Em seguida, as células foram lavadas com PBS 1X estéril e, depois, adicionado
0,5 mL de TransZol, por poco, e realizado movimento de up-down. Posteriormente, o
conteudo de cada poco foi transferido para um microtubo de 1,5 mL e a amostra
armazenada em freezer, a -80°C. Apos descongelamento em gelo, foi adicionado 200
ML de cloroférmio em cada microtubo, com posterior homogeneizagao por inversao
por 15 segundo e, por fim, incubagdo em temperatura ambiente, por 3 minutos. Apos
esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm, a 4°C, por 15 minutos.
O RNA presente na fase aquosa superior foi cuidadosamente coletado e transferido
para outro microtubo, sendo adicionado 500 pL de isopropanol e, em seguida,
incubados overnight, a -20°C, para a precipitagdo do RNA. Posteriormente, as
amostras foram novamente centrifugadas a 12.000 rpm, por 15 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi entdo descartado, o pellet lavado com etanol 75% e os microtubos
novamente centrifugados a 7.500 rpm, por 5 minutos, a 4°C. A etapa anterior foi
repetida e apds a retirada do sobrenadante, os microtubos foram deixados invertidos
sobre papel toalha com a tampa aberta para a evaporagéo do etanol. Apds a secagem,
foi adicionado 30 uL de agua RNAse free e, em seguida, a solugdo armazenada em

freezer a -80°C.

4.12.2 SINTESE DO DNA COMPLEMENTAR (cDNA)

A absorbancia das amostras de RNA foi determinada em espectrofotometro
NanoDrop Lite (Thermo Scientific) para avaliar a qualidade e para quantificacdo do
acido nucleico das amostras. As dosagens foram feitas a partir de 1 yL da amostra e
a quantidade de RNA foi padronizada. A sintese de cDNA foi realizada pela técnica
de transcricdo reversa a partir das fitas de mRNA isoladas como descrito na etapa
anterior. A sintese foi realizada em tubos nuclease-free, utilizando-se os seguintes
reagentes do High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems):
enzima transcriptase (1 pL), dNTP (Desoxirribonucleotideos Fosfatados) (0,8uL),
random primers (2 uL), RT buffer (2 yL). Na solugédo, também foi adicionado H20
nuclease-free (4,2 pL). Os tubos foram levados ao termociclador (Eppendorf®
Mastercycler) nas seguintes condigdes: 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e
85°C por 5 minutos, com a temperatura final do ciclo chegando a 4°C. O cDNA

sintetizado foi armazenado em freezer, a -80°C.
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4.12.3 AVALIAGAO DA EXPRESSAO DOS mRNAs

Apos a sintese do cDNA, foi realizada a reagdo em cadeia da polimerase em
tempo real (rt-PCR). Foram utilizados iniciadores (5-3") para analise da expressao

de mRNAs especificos, conforme descrito no quadro 3.

Quadro 3 — Primers que foram utilizados para avaliar a expressao de genes alvos do
estudo

Genes Foward primer (5°->3’) Reverse primer (5’->3’)
CCL2 TCTCAAACTGAAGCTCGCACT TATGAGCAGCAGGCACAGAA

S100A4 TCTTGGTTTGATCCTGACTGCT TGTCCCTGTTGCTGTCCAAG

GAPDH AATGGGCAGCCGTTAGGAAA GCGCCCAATACGACCAAATC

CCL2 - C-C Motif Chemokine Ligand 2; S100A4 - S100 Calcium Binding Protein A4; GAPDH -
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. Fonte: Autor (2023)

O gene de referéncia foi o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH).
Para a reacdo de rtT-PCR os cDNAs foram diluidos 1:5 em agua extra pura. As
reacoes foram feitas no volume final de 10 pL, dos quais 1 yL de amostra cDNA e 9
ML da solugao contendo 5uL Syber™ Green Master Mix (Applied Biosystems), primers
Foward (0,7 pL) e reverse (0,7 uL) de cada gene, na concentracédo de 10 uM e agua
extra pura (2,6 pL). O ensaio de rt-PCR foi realizado em um sistema de rt-PCR
(StepOnePlus; Applied Biosystems) utilizando-se as seguintes condigdes:
desnaturagao inicial a 95°C por 10 minutos, 40 ciclos 95°C por 15 segundos para
desnaturacao, seguido do anelamento dos primers e extensado a 60°C por 1 minuto e
95°C por 15 segundos.

Para cada amostra foram feitas triplicatas bioldgicas, usando duplicatas de
pocos. Como controle negativo para a reagdo de rt-PCR foram utilizados pogos
contendo o mix da reag&o mais os primers e agua ultrapura.

A analise das curvas de melting e de dissociacao foi feita ao final de cada
corrida como controle da qualidade da amplificagao génica. Para analise da expressao
génica através do rt-PCR, foi utilizado o método Delta-Delta Ct (AACt). Foi calculado
inicialmente o ACT de cada amostra, subtraindo-se os valores de CT do gene controle
(GAPDH) dos valores de CT do gene alvo. Apés determinagéo do ACT da amostra,
para o calculo do AACT foi utilizado a seguinte formula: [ACT (amostra) - ACT (amostra
controle)]. Uma vez determinado o AACT, foi aplicada a formula 2-AACT, que resultou

no valor da expressao génica relativa.
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4.13 ENSAIO DE MIGRAGAO

Avaliamos, por fim, se os fibroblastos tratando em diferentes condi¢des
(Quadro 1), aumentavam a capacidade migratorias de células do cancer de mama
triplo-negativo MDA-MB-231. Para tanto, 2,5 x 10* fibroblastos foram semeados, por
poco, em placas de 24 pocos, contendo 700 yL de meio RPMI suplementado com
10% SFB e 1% de solucéo de antibiéticos e mantidas por 24 horas para adesao, em
estufa umida, a 37°C, em atmosfera contendo 5% de CO2. Apds o tempo, as células
foram lavadas com PBS 1X e, em seguida, tratadas com os tratamentos
correspondentes (Quadro 1) suplementados com 10% SFB e 1% de solugéo
antibiotica. Apdés 48 horas de tratamento, insertos Transwell (Corning, EUA) com
poros de 0,8 um de diametro foram inseridos e 1 x 10° células MDA-MB-231 foram
semeadas no topo do inserto. Como controles, foram utilizados pogos contendo
fibroblastos nao tratados, contendo apenas MdEu, MdOb ou pVEsOb. Para cada
condicao foram feitas duplicatas técnicas, em trés ensaios independentes.

Para avaliar a migracao das células tumorais, os insertos foram removidos dos
pocgos, incubados em paraformaldeido 4%, por 5 minutos, em temperatura ambiente,
e lavados em seguida com PBS 1X. Posteriormente, os insertos foram incubados em
solugdo metandlica de cristal violeta 1%, por 5 minutos. Os insertos foram lavados
com agua destilada para a remog¢ao do excesso do corante e as células que nao
migraram, foram cuidadosamente removidas da parte superior da camara utilizando-
se hastes de algodao.

Em seguida, as membranas dos insertos foram retiradas cuidadosamente com
o auxilio de uma lamina de bisturi, acondicionadas uma por poco, em placa de 24
pocos, e adicionado 400 uL de SDS 1X, por poco, para solubilizar o cristal violeta. As
placas foram entdo levadas para o agitador tipo shaker (Thermo MaxQ 4000 modelo
4329), por 3 horas, a 90 rpm, a 37°C. Em seguida, 100 yL de cada pogo foram
transferidos para placas de 96 pogos. A leitura das absorbancias foi realizada em
espectrofotdmetro, a 620 nm.

4.14 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram feitas utilizando o software GraphPad Prims 9.0
(GraphPad Software). A normalidade das variaveis numéricas foi testada para
distribuicdo normal usando o teste de Shapiro-Wilk. Os grupos experimentais com
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apenas uma variavel foram analisados utilizando-se o teste OneWay ANOVA seguido
do pés-teste de Tukey. Ja os grupos experimentais com duas variaveis foi utilizado o
teste TwoWay ANOVA seguido do pos-teste de Tukey. Para comparagdes envolvendo
apenas dois grupos, foi utilizado o teste T de Student. Para a comparagdo das
proporgdes entre os sexos foi utilizado o teste de qui-quadrado. Em todas as analises
foram considerados significativos os resultados que apresentaram p<0,05. Os dados

estdo expressos em média + erro padrao.
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5 RESULTADOS
5.1 VOLUNTARIOS

Para investigar o possivel papel dos fatores soluveis derivados tecido adiposo
visceral de individuos com obesidade, amostras do tecido adiposo de pacientes
eutroficos (n=3) e com obesidade (n=4) foram coletadas para se obter o meio
condicionado e isolar as pVEs. Os voluntarios com obesidade apresentaram IMC
meédio de 40,67, sendo 75% individuos do sexo feminino e idade média de 51 anos.
Os voluntarios eutroéficos tiveram IMC médio de 23,64, sendo 66,7% do sexo feminino
e idade média aproximada de 67 anos (Tabela 1). Utilizamos pVEs adicionais de
voluntarios com obesidade para realizar os experimentos contendo essas

nanovesiculas, conforme mostrado na Tabela 2.

Tabela 1 — Dados dos voluntarios cujos tecidos adiposos foram utilizados para
recolher o meio condicionado e isolar pequenas VEs

Grupo Idade (Média + EP)* IMC (Média + EP)* Sexo
Eutréfico 67,33 +4,17 23,64 + 0,44 2F; 1 M
Com obesidade 51+2,92 40,67 £ 4,37 3F;1 M

EP = Erro padr&o; IMC = indice de massa corporal; F = feminino; M = masculino. Resultados expressos
em média + erro padrdo. Fonte: Autor (2023)

Tabela 2 — Dados adicionais dos voluntarios com obesidade cujos tecidos adiposos
foram utilizados para isolar pVE

Grupo Idade (Média + EP) IMC (Média + EP) Sexo
Com obesidade 48,75+ 6,94 40,75+1,75 4F; 0 M
EP = Erro padréo; IMC = indice de massa corporal; F = feminino; M = masculino. Resultados expressos
em média + erro padrdo. Fonte: Autor (2023)

5.2 CARACTERIZAGAO DAS PEQUENAS VEs

Isolamos as pVEs derivadas do tecido adiposo de individuos com obesidade
(pVEsODb) pelo método de ultracentrifugagédo e avaliamos a distribuicdo do tamanho
das particulas por DLS. Observamos que o diametro hidrodinamico médio das
particulas isoladas do tecido adiposo de individuos com obesidade foi de 126 £ 8 nm
(Figura 8A), sendo que 46,6% das pVEs apresentavam diametro hidrodinamico de
122,4 nm (Figura 8B).
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Figura 8. Diametro das pVEs obtidas do tecido adiposo de individuos com obesidade. (A) Curva
de distribuicao do tamanho das pVEs derivadas do tecido adiposo de individuos com obesidade,

(B) Histograma de tamanho de particulas de pVEs derivadas do tecido adiposo de individuos
com obesidade. Fonte: Autor (2023).

Em seguida, analisamos por meio de microscopia eletrénica de transmissao a
morfologia e o tamanho das pVEs isoladas do tecido adiposo, conforme descrito
anteriormente. Conforme mostrado na figura 9, obtivemos pequenas VEs de

morfologia de prato, com tamanho médio de 100 nm.

Figura 9. Microscopia eletronicas das pVEs isoladas do TAV de individuos com
obesidade. Setas vermelhas indicam as pequenas VEs. Fonte: Autor (2023)
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5.3 INTERNALIZAGAO DAS pVEsOb PELOS FIBROBLASTOS
PULMONARES

Apos a obtencao e caracterizacdo das pVEs derivadas do tecido adiposo de
individuos com obesidade, investigamos se essas vesiculas poderiam ser
internalizadas por fibroblastos pulmonares, corando-as com o corante PKH26. Apés 4
horas de tratamento observamos que as células Wi-38 foram capazes de internalizar
as pVEsOb coradas (Figura 10E). Nao observamos marcagao do PKH26 em células
nao tratadas com pVEsODb, indicando que ndo houve marcacao inespecifica (Figura
10B e C). Além disso, como controle adicional, ndo observamos marcag¢des nas
células tratadas com MdOb (Figura 10D), demonstrando a eficacia do processo de
ultracentrifugagéo no isolamento das pVEs.

-PKH -Hoechst -pVEs -PKH

A.B.C.
D.E.

Figura 10. Internalizagdo das pVEsOb coradas com PKH26 por células Wi-38. Os fibroblastos
pulmonares foram tratados (A, C, E) por quatro horas com pVEsOb coradas (E) ou nao (A, C)
com o corante fluorescente PKH26. Além disso, como controle, fibroblastos também foram
tratados por 4 horas com MdOb contendo PKH26 e nado foram observadas marcagées (D),
indicando eficacia da técnica em isolar pVEs. pVEsOb estido marcadas em verde e os nucleos,
que foram corados com Hoechst, em azul. Imagens obtidas em microscépio confocal, com
aumento de 63x. Imagens representativas de um experimento. Fonte: Autor (2023).
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5.4 VIABILIDADE CELULAR

Apos a obtengao dos meios condicionados depletados dos tecidos adiposos de
individuos eutroficos e com obesidade, bem como a obtencéo e caracterizacdo das
pVEsODb, avaliamos a viabilidade das células da linhagem de fibroblastos pulmonares
Wi-38 submetidas a diferentes condi¢cdes de tratamento (Quadro 1), em diferentes
tempos, utilizando diferentes técnicas. Observamos que tanto MdEu e MdOb, quanto
as pVEsODb nao alteram a viabilidade celular, quando avaliada pelo ensaio de exclusao
por azul de tripan (Figura 11). Entretanto, observamos alteragdes significativas na
viabilidade celular quando avaliada pelo ensaio de reducdo do MTT, nos tempos de
24 e 48 horas (Figura 12). Observamos que no tempo de 24 horas, os fibroblastos do
grupo tratado com 15 pg/mL de pVEsOb apresentaram diminuigdo estatisticamente
significativa da viabilidade celular quando comparado com todos os demais grupos.
No tempo de 48 horas observamos uma diminuigdo estatisticamente significativa da
viabilidade celular nos fibroblastos tratados com pVEsOb e MdOb e aumento da
viabilidade celular nas células tratadas com MdEu. Curiosamente, houve uma
diminuicdo da viabilidade celular estatisticamente significativa nas células tratadas
com pVEsOb, quando comparadas com aquelas tratadas com MdOb, em ambos os
tempos analisados, sugerindo que alteragdes metabdlicas sdo mais pronunciadas no
grupo tratado com as pVEs derivadas do TA de individuos com obesidade, do que

aquelas observadas no grupo tratado com MdOb no tempo de 48 horas.
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Figura 11. Avaliagdo da viabilidade celular pelo método de exclusdao de azul de Tripan, de
fibroblastos pulmonares Wi-38 tratados com os meios condicionados depletados de VEs
derivados do tecido adiposo de individuos com obesidade ou eutréfico, e pVEsOb, em diferentes
tempos. A viabilidade celular das células da linhagem Wi-38 foi analisada 24 e 48 horas apés
diferentes tratamentos pelo método de exclusao de azul de tripan. NT: controle nao tratado; Wi-
38+MdEu: 20% de meio condicionado depletado de VEs derivado do TA de individuos eutréficos;
Wi-38+MdOb: 20% de meio condicionado depletado de VEs derivado do TA de individuos com
obesidade; Wi-38+pVEsOb: 15 pg/mL de pequenas VEs derivadas do tecido adiposo de
individuos com obesidade. Dados estido expressos em média * erro padrao de trés experimentos
independentes. Nao foram observadas diferengas estatisticas. Fonte: Autor (2023).
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Figura 12. Avaliagao da viabilidade celular pelo método de redugao do MTT, de fibroblastos
pulmonares Wi-38 tratados com os meios condicionados depletados de VEs derivados do tecido
adiposo de individuos com obesidade ou eutrofico, e pVEsOb, em diferentes tempos. A
viabilidade celular das células da linhagem Wi-38 foi analisada 24 e 48 horas apos diferentes
tratamentos pelo método de redugdao do MTT. NT: controle nao tratado; Wi-38+MdEu: 20% de
meio condicionado depletado de VEs derivado do TA de individuos eutréficos; Wi-38+MdOb:
20% de meio condicionado depletado de VEs derivado do TA de individuos com obesidade; Wi-
38+pVEsOb: 15 uyg/mL de pequenas VEs derivadas do tecido adiposo de individuos com
obesidade. Dados estao expressos em média * erro padrao de trés experimentos independentes.
** p<0.01, ****p<0.0001. Fonte: Autor (2023).

5.5 PROLIFERAGAO CELULAR

Avaliamos, em seguida, se os meios condicionados ou as pVEsOb impactavam
diretamente na proliferagdo dos fibroblastos pulmonares, em diferentes tempos. Nao
observamos alteragdes nesse parametro em 24 ou 48 horas apds o tratamento das
células em diferentes condigbes (Figura 13), embora uma tendéncia de aumento no
numero de células pdde ser visualizada no grupo tratado com MdOb, no tempo de 48
horas (p=0,1637)
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Figura 13. Avaliagédo da proliferagcao de fibroblastos pulmonares Wi-38 tratados com os meios
condicionados depletados de VEs derivados do tecido adiposo de individuos com obesidade ou
eutrofico, e pVEsOb, em diferentes tempos. A proliferagao celular das células da linhagem Wi-
38 foi analisada 24 e 48 horas apos diferentes tratamentos. NT: controle nao tratado; Wi-
38+MdEu: 20% de meio condicionado depletado de VEs derivado do TA de individuos eutroficos;
Wi-38+MdOb: 20% de meio condicionado depletado de VEs derivado do TA de individuos com
obesidade; Wi-38+pVEsOb: 15 ug/mL de pequenas VEs derivadas do tecido adiposo de
individuos com obesidade. Dados estao expressos em média * erro padrao de trés experimentos
independentes. Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos. Fonte: Autor
(2023).

5.6 ATIVIDADE MITOCONDRIAL

Ap0és observarmos alteracdes pronunciadas na viabilidade celular pelo método
de MTT em células tratadas com pVEsOb e nao constatarmos alteragdes na
proliferagao celular, indagamos se as nanoparticulas derivadas do TA de individuos
com obesidade estariam alterando a polaridade da membrana interna das
mitocéndrias dos fibroblastos pulmonares. Apds 24 e 48 de tratamento com pVEsOb,
nao observamos diferenga significativamente estatistica na polarizacdo das
mitocdndrias das células Wi-38 tratadas, quando comparado ao grupo controle (Figura

14).
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Figura 14. Avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial de fibroblastos pulmonares Wi-38
tratados com pVEsOb, em diferentes tempos. O potencial de membrana mitocondrial dos
fibroblastos foi avaliado 24 e 48 apds o tratamento com 15 pg/mL de pVEsOb. NT: controle nao
tratado; Wi-38+pVEsOb: 15 ug/mL de pequenas VEs derivadas do tecido adiposo de individuos
com obesidade. Dados estio expressos em média * erro padrdo de trés experimentos
independentes. Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos. Fonte: Autor
(2023).
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5.7 ENSAIO CLONOGENICO

Em seguida, investigamos a capacidade dos fibroblastos pulmonares formarem
coldnias apos 14 dias do tratamento. Observamos que os fibroblastos tratados com
MdEu possuem capacidade aumentada de formarem colénias, quando comparados
com o grupo NT e MdOb (Figura 15).
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Figura 15. Efeitos do MdEu e MdOb sobre a formagao de coldnias de fibroblastos pulmonares
(Wi-38). Foi investigado a capacidade de formacao de coldnias dos fibroblastos tratados com o
MdEu e MdOb. Apés 14 dias de tratamento foram adquiridas imagens e as colénias contadas.
As fotos sao representativas de um experimento. Os valores estdo expressos em média * erro
padrao de trés experimentos independentes. * p<0.05, ** p<0.01.

5.8 CICATRIZAGAO

Posteriormente, investigamos o possivel papel dos meios depletados de VEs
dos tecidos adiposos de individuos eutréficos e com obesidade, bem como as
pVEsOb, na migragao coletiva de fibroblastos pulmonares através do ensaio de
migragdo wound healing (cicatrizagdo de feridas). As células da linhagem Wi-38
tratadas com o MdEu migraram mais rapidamente quando comparado ao controle e
ao grupo tratado com pVEsOBs (Figura 16) apds 24 horas de tratamento. Além disso,
observamos uma tendéncia de migragdo mais veloz das células tratas com MdEu,

quando comparadas com aquelas tratadas com MdOb (p=0,1317).
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Figura 16. Avaliagdo dos efeitos dos meios condicionados depletados de VEs derivados do
tecido adiposo de individuos com obesidade ou eutréficos, e pVEsOb, sobre fibroblastos
pulmonares Wi-38, em diferentes tempos. A migragao celular das células da linhagem Wi-38 foi
analisada nos tempos de 12 e 24 horas apés o tratamento. NT: controle nao tratado; Wi-
38+MdEu: 20% de meio condicionado depletado de VEs derivado do TA de individuos eutréficos;
Wi-38+MdOb: 20% de meio condicionado depletado de VEs derivado do TA de individuos com
obesidade; Wi-38+pVEsOb: 15 ug/mL de pequenas VEs derivadas do tecido adiposo de
individuos com obesidade. Dados estao expressos em média * erro padrao de trés experimentos
independentes. * p<0.05. Fonte: Autor (2023).

5.9 SECREGAO DE MEDIADORES SOLUVEIS

Dado ao fato de que observamos alteragbes em alguns dos ensaios funcionais,
conforme descrito anteriormente, avaliamos os efeitos dos meios condicionados dos
tecidos adiposos de individuos eutroficos e com obesidade na secrecdo de
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mediadores soluveis importantes para a formagcao de NPM e metastases. Dessa
forma, investigamos os niveis de Ang1, IL1-B, IL-6, MIF, RANTES, TGF-B, TNF-q,
VEGF do sobrenadante de fibroblastos tratados em diferentes condi¢des (Quadro 1),
apos 24 e 48 de tratamento (Figura 17).

Nao observamos diferencas estatisticamente significativas na secrecéo de
TGF-B e VEGF entre os grupos, nos tempos avaliados. O MdEu néao foi capaz de
aumentar a secregdo de nenhum dos mediadores investigados. As pVEsOb foram
capazes de aumentar apenas a secregado de Ang1 por fibroblastos pulmonares, nos
tempos de 24 e 48 horas, quando comparado ao controle (NT) e MdEu. Todavia, as
células tratadas com o MdOb apresentaram niveis elevados estatisticamente
significativos dos mediadores Ang1, IL1-3, IL-6, RANTES e MIF, nos tempos de 24 e
48 horas, quando comparados com o grupo NT e MdEu. Além disso, células tratadas
com MdOb apresentaram niveis estatisticamente elevados de TNF-a, no tempo de 24
horas, quando comparados com os grupos NT e MdEu, e estatisticamente significativo

no tempo de 48 horas, quando comparado ao NT.
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Figura 17. Avaliagdo dos fatores solliveis no sobrenadante de fibroblastos tratados com os
meios condicionados depletados de VEs derivados do tecido adiposo de individuos com
obesidade ou eutréficos, e pVEsOb, em diferentes tempos. Os fatores soluveis do sobrenadante
dos fibroblastos Wi-38 foram quantificados por ELISA, apés 24 e 48 horas do tratamento.
Também estao identificados nos graficos a concentragao dos respectivos fatores soluveis dos
meios depletados anteriormente ao tratamento (MdEu e MdOb) para fins de comparagao, nao
indicando, de fato, a concentragao dos tratamentos em si nos tempos de 24 e 48 horas. NT:
controle nao tratado; Wi-38+MdEu: 20% de meio condicionado depletado de VEs derivado do TA
de individuos eutréficos; Wi-38+MdOb: 20% de meio condicionado depletado de VEs derivado
do TA de individuos com obesidade; Wi-38+pVEsOb: 15 ug/mL de pequenas VEs derivadas do
tecido adiposo de individuos com obesidade. Ang1 = angiopoietina 1; VEGF: fator de
crescimento endotelial vascular; IL1-B: interleucina 1-beta; IL6 = interleucina 6; MIF = fator
inibidor da migragao de macréfagos; TGF- 8 = fator de crescimento transformador-beta; TNF-a
= fator de necrose tumoral-alfa; CCL5 = Chemokine (C-C motif) ligand 5. Dados estdao expressos
em média * erro padrao de trés experimentos independentes. * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001,
****p<0.0001. Fonte: Autor (2023).
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5.10 EXPRESSAO GENICA

Aqui, também investigamos a expressdo de dois fatores importantes
encontrados em diferentes subconjuntos de FACs e FAMs, a CCL2 e S100A4. Nossos
resultados demonstraram um aumento da expressao de CCL2 em fibroblastos
tratados com pVEsOb, embora ndo tenha sido significativo (Figura 18A), e nenhum

aumento na expresséo de S7100A4 (Figura 18B).
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Figura 18. Expresséo relativa dos genes CCL2 e S100A4 por fibroblastos pulmonares tratados
em diferentes condigoes. Apoés 48 horas de tratamento, foi analisado por rt-PCR os a expressao
dos genes CCL2 e S100A4 em fibroblastos pulmonares. NT: controle nao tratado; Wi-38+MdEu:
20% de meio condicionado depletado de VEs derivado do TA de individuos eutréficos; Wi-
38+MdOb: 20% de meio condicionado depletado de VEs derivado do TA de individuos com
obesidade; Wi-38+pVEsOb: 15 ug/mL de pequenas VEs derivadas do tecido adiposo de
individuos com obesidade. Dados estido expressos em média * erro padrao de trés experimentos
independentes. Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os tratamentos. Fonte:
Autor (2023).

5.11 MIGRAGAO DAS CELULAS MDA-MB-231

Por fim, avaliamos se as células tratadas com os meios condicionados ou
pVEsOb aumentavam a migragcédo das células tumorais MDA-MB-231, apo6s 48 de
tratamento, utilizando insertos. Como controles, utilizamos pogos contendo apenas os
meios condicionados ou pVEsOb sem fibroblastos. Nao observamos diferencas
estatisticas na migracao das células tumorais, em nenhuma das condi¢bes avaliadas
(Figura 19).
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Figura 19. Avaliagao da migragao relativa das células tumorais MDA-MB-231 pela membrana do
inserto, por absorbancia, apés 48 horas de tratamento dos fibroblastos pulmonares. Meios
condicionados e pVEsOb sem células Wi-38 foram utilizados como controle. NT: controle nao
tratado; Wi-38+MdEu: 20% de meio condicionado depletado de VEs derivado do TA de
individuos eutréficos; Wi-38+MdOb: 20% de meio condicionado depletado de VEs derivado do
TA de individuos com obesidade; Wi-38+pVEsOb: 15 ug/mL de pequenas VEs derivadas do
tecido adiposo de individuos com obesidade. Dados estdo expressos em média * erro padrao
de trés experimentos independentes. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre
os grupos. Fonte: Autor (2023).
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6 DISCUSSAO

A expansao patoldgica do tecido adiposo na obesidade pode levar a profundas
modificagdes histofisioldgicas desse tecido, acarretando consequéncias sistémicas
em individuos com obesidade (KAHN; WANG; LEE, 2019), como doencgas
cardiometabdlicas ou cancer, como o de mama (RAMOS-ANDRADE et al., 2020).
Todavia, pouco ainda se sabe sobre como o quadro obeso pode potencializar o
desenvolvimento e progressao da doenga metastatica, principalmente no que tange a
formacao dos NPM. Dessa forma, buscamos tentar compreender nesse trabalho os
possiveis papéis das alteragdes fisiopatoldgicas do tecido adiposo de individuos com
obesidade na fisiologia dos fibroblastos pulmonares, visto que o pulmdo é um dos
principais sitios metastaticos no cancer de mama (XIAO et al., 2018) e os fibroblastos
sao importantes células estromais envolvidas na formacao dos NPM e nas metastases
(PLIKUS et al., 2021).

Importante considerar que as células, no geral, além de secretarem uma
miriade de biomoléculas ativas também secretam pVEs capazes de carrear matérias
bioativos que interferem diretamente nas func¢des celulares (ZHAO et al., 2021). No
que tange aos estudos das pVEs secretadas pelo TA, nos ultimos sete anos,
observou-se um aumento expressivo do numero de publicagdes que visavam
investigar os papéis dessas nanovesiculas em diversas condi¢cées (ZHAO et al.,
2021). Curiosamente, o maior numero de trabalhos se concentra em avaliar os efeitos
das pVEs derivadas de células-tronco mesenquimais do TA e apenas cerca de 7%
das publicagdes tem se concentrado em investigar os papéis das pVEs secretadas de
maneira geral pelo tecido adiposo (ZHAO et al., 2021), justificando empreender mais
esforcos para uma melhor compreensao do papel do TA como um todo em condi¢cdes
fisiopatoldgicas. Com isso, buscamos compreender ndo sé como as moléculas
bioativas secretadas pelo TA podem provocar alteragées em fibroblastos pulmonares,
mas também interrogar os papéis das pVEs isoladas desse tecido na fisiologia dessas
células.

Para realizar nossa investigacao obtivemos amostras do tecido adiposo visceral
de voluntarios eutroficos e com obesidade e, a partir delas, por método de
ultracentrifugacéo, obtivemos os meios condicionados livres de VEs e isolamos as

pVEsOb desses meios.
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Primeiramente, buscamos caracterizar nosso isolado de pVEs do TA de
individuos com obesidade pelo didmetro das particulas. Por método de DLS,
obtivemos VEs com diametro hidrodindmico de 126 + 8 nm (Figura 8). Nossos
achados estdo de acordo com o que a Sociedade Internacional de Vesiculas
Extracelulares preconiza para a classificacdo de pVEs (<200 nm) (THERY et al.,
2018). Jayabalan et al. (2019), investigando o papel dos exossomos do tecido adiposo
visceral humano no quadro da diabetes mellitus gestacional, também isolaram por
ultracentrifugacdo pVEs com tamanhos semelhantes aos encontrados em nosso
trabalho (~100 nm). Resultado também semelhante aos achados de Patel et al.
(2016), que isolaram pVEs de células tronco do tecido adiposo visceral na condi¢gao
de obesidade com didmetro 104 £ 7 nm.

Além da técnica de DLS, também buscamos investigar o tamanho dos isolados
do TA de individuos com obesidade, bem como sua morfologia (Figura 9), e
encontramos nanoparticulas com didmetro e forma caracteristicos e semelhantes aos
de pVEs isoladas em outros trabalhos que envolveram o isolamento de pVEs do tecido
adiposo ou componentes desse 6rgao (CHEN et al., 2019; JAYABALAN et al., 2019;
HOANG et al., 2020; LI et al., 2022a). Ainda, evidenciando o sucesso no isolamento
das pVEsOb, ndo encontramos VEs no MdOb utilizado em experimentos
subsequentes (Figura 10D). Esses resultados, em conjunto, demonstram que a
técnica empregada para o isolamento das pVEs foi eficaz e estdo de acordo com o
que a literatura preconiza para as caracteristicas gerais de pVEs e exossomos,
embora nao utilizaremos essa Uultima designagcdo nessa pesquisa, por nao
investigarmos a biogénese das pVEs isoladas para podermos afirmar que séo
categoricamente exossomos.

Investigamos, inicialmente, se os fibroblastos pulmonares eram capazes de
internalizar as pVEsOb e apo6s quatro horas de tratamento, encontramos as pVEsOb
localizadas de maneira perinuclear nas células Wi-38 (Figura 10E). Outros trabalhos
demonstraram que os fibroblastos sao capazes de internalizar as pVEs advindas de
células tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (HU et al., 2016; LI et al.,
2022b; PARVANIAN et al., 2020; REN et al., 2022), embora os fibroblastos dessas
pesquisas tenham sido fibroblastos de origem do tegumento humana. Dessa forma,
demonstramos que, assim como os fibroblastos do tegumento, os fibroblastos
pulmonares sédo capazes de internalizar pVEs advindas do TA.
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Fibroblastos sao conhecidos por serem células dindmicas e por
desempenharem importantes papéis na integridade dos estromas dos locais onde
residem (PLIKUS et al., 2021). Além disso, respondem fortemente a diversos
estimulos levando a alteracdo de sua fisiologia (LEBLEU; NEILSON, 2020). Aqui,
observamos que os meios depletados e as pVEsOb né&o alteram a viabilidade celular,
no que tange a integridade da membrana plasmatica (Figura 11). Interessantemente,
foi demonstrado que os adipécitos (KOSMACEK; OBERLEY-DEEGAN, 2020) e
células progenitoras de adipécitos (LI et al., 2019; PARVANIAN et al., 2021) podem
proteger os fibroblastos submetidos a diferentes condigbes de estresse, sugerindo que
o tecido adiposo é importante nos processos de protecdo e manutencao da viabilidade
celular dessas células.

Em nosso trabalho, embora tenhamos observado uma tendéncia de aumento
da proliferagcdo nas células tratadas com o MdOb (p=0,1637), ndo observamos
diferengas estatisticamente significativas na proliferacdo de fibroblastos entre os
grupos avaliados (Figura 13). Os efeitos dos fatores secretados por células do tecido
adiposo sobre fibroblastos foram investigados em outros trabalhos e apresentam
resultados conflitantes. Por exemplo, El-Hattab et al. (2020), ao investigarem a
interacao entre adipdcitos e fibroblastos dérmicos também n&o observaram alteracoes
na proliferacdo dessas segundas células apdés serem tratadas com o meio
condicionado das primeiras por 48 horas. Yano et al. (2022), por sua vez, s6
observaram proliferacéo de fibroblastos dérmicos na concentragdao de 250 pg/ml de
meio condicionado derivado de células tronco mesenquimais do tecido adiposo, e nao
em concentragées mais elevadas (500 e 1000 pg/ml). Li et al. (2021), no entanto,
observaram que fibroblastos derivados de fibrose cicatricial hipertréfica, quando
tratados com o exossomos derivados de células tronco mesenquimais adiposas,
diminuiam a proliferacdo quando comparado ao grupo controle. Outros trabalhos que
enfocaram no papel das pVEs derivadas de células tronco mesenquimais derivadas
do tecido adiposo na fisiologia dos fibroblastos, observaram aumento da proliferagao
dessas células (GUO et al., 2022; LI et al., 2022a). E importante ressaltar que como
avaliamos as pVEs derivadas do TA de individuos com obesidade, essas pVEs podem
advir de diferentes fontes celulares desse tecido. Ademais, as alteracoes
pronunciadas na fisiologia do tecido adiposo no contexto da obesidade podem alterar
os conteudos vesiculares das pVEs, o que poderia levar a diferentes respostas nas
células-alvo (KWAN et al., 2021). Por exemplo, ja foi observado alteragbes da
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fisiologia celular entre as células-tronco mesenquimais do tecido adiposo de
individuos eutroficos e com obesidade (LOUWEN et al., 2018; OESTREICH et al.,
2020) e, dessa forma, as respostas celulares dos fibroblastos nesses diferentes
contextos podem variar.

Alguns trabalhos indicaram aumento da proliferagcao celular de fibroblastos
tratados com meio condicionado de células-tronco derivadas do TA (KIM et al., 2018)
ou exossomos derivados dessas células (HOANG et al., 2020) através do ensaio de
viabilidade celular por MTT. Aqui, constatamos que o0s meios condicionados
depletados ou pVEsOb nao alteram a proliferacdo celular (Figura 13), embora
tenhamos observados alteragdes significativas no estado metabdlico dos fibroblastos
tratados em diferentes condigdes (Figura 12). Chamamos atengao para esse fato, pois
importantes criticas séo tecidas a respeito do ensaio de MTT acerca do seu real valor
para avaliar a proliferacao celular, uma vez que nossos dados, assim como de outras
pesquisas (RAI et al., 2018; VAN TONDER; JOUBERT; CROMARTY, 2015; WANG;
HENNING; HEBER, 2010), demonstramos que, de fato, o ensaio de MTT pode n&o
estar diretamente relacionado com esse parametro.

Dado que os sais de MTT sao reduzidos a formazan por desidrogenases
citosélicas (BERRIDGE; TAN, 1993; LU et al, 2012) e principalmente as
mitocondriais, como a succinato desidrogenase (RAIl et al.,, 2018), e que essas
enzimas sao utilizadas nas vias metabdlicas celulares, utilizamos o ensaio de MTT em
nosso trabalho para verificar a viabilidade metabdlica das células, uma vez que este
ensaio pode ser utilizado para estimar o estado metabdlico (HOOGSTRATEN et al.,
2022) e redox celular (RAl et al., 2018). Aqui, encontramos um aumento da viabilidade
metabdlica em fibroblastos tratados com MdEu apdés 48 horas de tratamento.
Curiosamente, o MdOb apresentou efeito oposto no mesmo tempo. Esses achados
podem ser explicados, em parte, pelo possivel aumento da biogénese de mitocéndrias
nas células, uma vez que esse fato foi associado com o0 aumento da redugao dos sais
de MTT em formazan (RAI et al., 2018). A biogénese de mitocéndrias ocorre em
respostas a multiplos fatores e estimulos (JORNAYVAZ; SHULMAN, 2010; POPQV,
2020) e foi demonstrado que individuos com obesidade apresentam diminui¢cdo da
biogénese mitocondrial quando comparado ao grupo eutréfico (HEINONEN et al.,
2015). Ademais, fatores soluveis podem promover ou inibir a biogénese mitocondrial.
A adiponectina, por exemplo, € uma adipocina que exibe efeitos anti-inflamatorios,

esta correlacionada com aumento da sensibilidade a insulina e possui sua expressao
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diminuida em individuos com obesidade, esta envolvida no aumento da biogénese
mitocondrial (QIAO et al.,, 2012; CHEN et al., 2022) ou resgate, em parte, desse
processo apos estresse celular (WANG et al., 2017). Em contrapartida, a resistina,
uma adipocina secretada em elevadas quantidades pelo tecido adiposo de individuos
obesos e que esta associada com inflamagao sistémica e resisténcia a insulina
(DEGAWA-YAMAUCHI et al., 2003), foi implicada no comprometimento da biogénese
mitocondrial por inibir a via pelo qual o coativador 1-alfa do receptor gama ativado por
proliferador de peroxissomo (PGC-1a), um coativador transcricional que induz a
biogénese mitocondrial (AUSTIN; ST-PIERRE, 2012), medeia esse processo (CHEN
et al., 2018). Ademais, a resistina pode induzir a disfungao mitocondrial por induzir
fissdo mitocondrial anormal (YANG et al., 2023) e a exacerbagéo desse processo leva
a geracao de mitocdndrias disfuncionais em fibroblastos fibroticos (GUO et al., 2023).
Interessantemente, a repressdo da PGC-1a em fibroblastos pulmonares humanos foi
associada a fibrose pulmonar idiopatica devido ao aumento da secrecédo de fatores
pré-fibréticos e aumento da expressdo de a-SMA (CAPORARELLO et al., 2019),
caracteristica marcante de miofibroblastos. Recentemente, Li et al. (2022c)
demonstraram que FACs derivados de carcinoma oral de células escamosas que
apresentaram reprogramacao metabdlica, com desvio da fosforilagdo oxidativa para a
via glicolitica, eram pro-angiogénicos e, mais interessante, apresentaram baixa
expressao de PGC-1a. Quando esse coativador foi superexpresso a capacidade pro-
angiogénica, bem como reprogramacao metabdlica desviada para a via glicolitica,
foram prejudicados, demonstrando que PGC-1a em fibroblastos pode ser um
elemento critico para a progressao tumoral. Em suma, sugere-se que os mediadores
soluveis liberados pelos tecidos adiposos de individuos magros e com obesidade
desencadeiam mecanismos antagbnicos relativos ao estado metabdlico dos
fibroblastos pulmonares. Entretanto, ainda se faz necessario mais investigacoes sobre
os papéis dessas adipocinas em fibroblastos pulmonares e seus reais papéis na
fisiologia mitocondrial.

Em relagdo as pVEs, curiosamente, células Wi-38 tratadas com pVEsOb
tiveram alteracbes metabdlicas pronunciadas 24 e 48 horas apds o tratamento,
ocorrendo diminuigao do estado metabdlico, quando comparado com todos os grupos,
incluindo MdOb. Esse fato nos motivou a investigar possiveis alteracbes no AWYm
dessas células, dado que as mitocondrias s&o sensiveis a perda de AWYm (LERNER;
SUNDAR; RAHMAN, 2016) e perturbacdes prolongadas desse status podem trazer
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consequéncias patologicas (ZOROVA et al., 2018). Nossos achados demonstram que
as pVEsOb nao estdo implicados em alteragdes transitdrias prolongadas do A¥Ym
(Figura 14), sugerindo que a diminuicdo da viabilidade metabdlica n&o esta
relacionada a alteragdes no potencial de membrana das mitocdndrias dessas células.
Importante ressaltar que em outras condigdes de disturbios relacionados a
mitocdndria, o AWYm permaneceu inalterado (ABRAMOV et al., 2010; BIRD et al.,
2014; ZHDANOV et al., 2017) e esse fato pode estar relacionado a manutengéo do
AWm via atividade reversa da ATP sintase (HONG; PEDERSEN, 2008; ZHDANOV et
al., 2017) que visa atenuar a despolarizacdo mitocondrial e apoptose induzida por
estresse (ACIN-PEREZ et al., 2023).

Dado ao fato de que as pVEs carregam moléculas bioativos, ndo podemos
excluir o fato de que miRs, que sdo pequenos RNAs ndo codificantes que regulam a
expressao génica a nivel pos-transcricional (KIM; KIM, 2021), possam contribuir para
alteragbes metabdlicas aqui encontradas. No que tange, por exemplo, a biogénese de
mitocdndrias, bem como o papel de PGC1-a nesse processo, miRs diferencialmente
expressos na obesidade podem estar envolvidos em alteracées do funcionamento
mitocondrial, estado metabdlico das células e estado de ativacao de fibroblastos. Por
exemplo, Ferrante et al. (2015) demonstram que exossomos derivados do tecido
adiposo na condigao de obesidade carream maiores quantidade de miR-23b, quando
comparado a individuos magros. Interessantemente, esse miR foi o responsavel por
suprimir a expressao pos-transcricional de PGC1-a em células de osteosarcoma,
favorecendo o “efeito Warburg” e a proliferagdo dessas células (ZHU; LI; MA, 2019).
O miR-34a, que também ¢é altamente expresso em exossomos secretados por
adipdcitos no contexto da obesidade (PAN et al., 2019), foi relacionado com disfungéo
mitocondrial em células endoteliais da retina humana, por também estar relacionado
com a diminuicdo da expressao de PGC1-a (THOUNAOJAM et al, 2019).
Interessantemente, o miR-34a foi implicado na ativagdo exacerbada de fibroblastos
em diferentes 6rgaos, tendo como consequéncias o agravamento de processos
fibréticos no figado, coracéo, rins e pulmdes (ZHAO et al., 2022). Adicionalmente, o
miR-155, que € superexpresso nos exossomos derivados de macrofagos tecido
adiposo na condigdo de obesidade (YING et al., 2017) e superexpresso no tecido
adiposo de individuos com obesidade (KARKENI et al., 2016), foi implicado na
diminuicdo da expressédo de PGC1-a por adipdcitos (KARKENI et al., 2016), e assim
como miR-34a, miR-155 também ja foi apontado como responsavel por levar a
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ativagao de fibroblastos, com consequente piora em quadros de fibrose devido a
deposi¢ao de MEC de forma exacerbada por essas células (EISSA; ARTLETT, 2019).
Nao obstante, ndo podemos descartar a hipétese de que outros miRs tenham como
alvos outras moléculas associadas ao metabolismo celular e que possam ter
impactado diretamente a viabilidade metabdlica dos fibroblastos pulmonares tratados
com pVEsOb. Por exemplo, a succinato desidrogenase pode ter suas subunidades
como alvos de miR (MORENO et al.,, 2020), como o miR-210, que foi relatado
anteriormente elevado na fragado exossomal circulante de individuos com obesidade e
diabetes tipo Il (CHEN et al., 2022a) e como elemento chave na patogenicidade da
obesidade relacionada a diabetes (TIAN et al., 2020). Em conjunto, sugere-se que os
miRs carreados pelas pVEsOb podem estar desempenhando papéis centrais nas
alteragcdes metabdlicas dos fibroblastos pulmonares, embora qual ou quais miRs
estejam envolvidos nesse processo, bem como as vias de sinalizagao envolvidas,
ainda permanecem a serem melhor elucidados.

Além dos impactos no metabolismo, evidenciamos aqui que fibroblastos
pulmonares tratados com MdEu foram capazes de formar muito mais colénias que
aqueles nao tratadas ou tratadas com MdOb. Interessantemente, foi reportado
anteriormente que células Wi-38, mesma linhagem utilizada em nosso trabalho, n&o
foram capazes de formar colbnias apds 14 dias de plagueamento (ALT et al., 2011),
tempo semelhante ao executado aqui. Notamos ainda que células tratadas com MdEu
produziram mais colénias que as células nao tratadas ou tratadas com MdOb,
sugerindo que os fatores soluveis de MdEu sao responsaveis pela manutengao de um
perfil proliferativo a longo prazo dos fibroblastos.

Dado ao fato que os fibroblastos sao importantes componentes do estroma
responsaveis pela cicatrizagdo (DESJARDINS-PARK; FOSTER; LONGAKER, 2018),
indagamos se o0s meios depletados, bem como as pVEsOb impactariam no
fechamento do gap pelos fibroblastos pulmonares no ensaio de cicatrizagéo de feridas
in vitro. Aqui, observamos que o MdEu, mas nao o MdOb ou pVEsOb, favoreceu o
fechamento do gap pelos fibroblastos pulmonares mais rapidamente, apos 24 horas
de tratamento (Figura 16). Outros trabalhos que visavam observar o potencial do meio
condicionado derivado de adipécitos (EL-HATTAB et al., 2020), meio condicionado
de células tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (KIM et al., 2007;
STESSUK et al., 2016) ou de exossomos derivados dessas ultimas células (HU et al.,
2016; GUO et al., 2022; LI et al.,, 2022a) no fechamento de feridas in vitro por
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fibroblastos, mostraram aumento da migragdo dessas células e fechamento de
arranhaduras de forma mais veloz. Nossos resultados, assim como os observados em
outros trabalhos, podem estar atrelados ao fato de o meio condicionado derivado do
tecido adiposo eutréfico, bem como biomoléculas dos exossomos, possuirem uma
série de fatores soluveis, como fatores de crescimento, citocinas e componentes da
MEC (LOPEZ et al., 2018; EL-HATTAB et al., 2020) que desencadeiam respostas
celulares que aumentam a motilidade. Dessa forma, a ativacao dos fibroblastos para
o fendtipo de miofibroblastos pelos fatores soluveis, poderia justificar a maior migragéo
coletiva dos fibroblastos (D’URSO; KURNIAWAN, 2020) que aqui observados, uma
vez que ja foi relatado anteriormente que o meio condicionado de adipdcitos é
responsavel pelo aumento da expressao de a-SMA em fibroblastos e aumento da
velocidade fechamento do risco in vitro (EL-HATTAB et al., 2020). Ademais, a
expressao de a-SMA em fibroblastos pulmonares é um fator importante, embora nao
unico, para a promogao da migracgao celular (ASANO et al., 2017). Ainda, fibroblastos
da fibrose pulmonar idiopatica, que expressam elevadas quantidade a-SMA, também
sdo descritos como tendo maior capacidade de migragcao (EPSTEIN SHOCHET et al.,
2017). Entretanto, € necessario ter cautela nessa suposi¢cado, uma vez que foi relatado
que a expressao de a-SMA por miofibroblastos foi relacionada com a diminuicao da
capacidade migratéria de FACs (REONNOV-JESSEN; PETERSEN, 1996). Em acordo
com esse fato, Desai, Hsia e Schwarzbauer (2014) notaram que células tronco
mesenquimais derivadas do tecido adiposo que desenvolveram o fendtipo de
miofibroblastos com aumento de expressao de a-SMA, diminuiram a capacidade
migratoria. Ademais, um trabalho anterior (LI et al., 2022a) demonstrou que os
exossomos derivados de células tronco mesenquimais adiposas aumentavam a
migracgao de fibroblastos, embora levaram a diminuigdo da expressam de a-SMA por
essas células. Os mecanismos que levaram o aumento da atividade migratéria nao
foram elucidados pelos autores (LI et al., 2022a) e, assim como em nosso trabalho,
permanecem por serem melhor esclarecidos. Nossos dados de migragdo sao
particularmente interessantes na medida que os efeitos positivos no meio
condicionado ou das pVEs na cicatrizagao de feridas in vitro observados aqui e em
outros trabalhos, ndo foram preservados na condi¢gdo obesa. Mais interessante, € o
fato de as células Wi-38 tratadas com MdOb estavam em um ambiente altamente
concentrado com citocinas pro-inflamatérias, com a IL-1B (Figura 17) , que ja foi

descrita anteriormente por favorecer a migragéo de fibroblastos pulmonares no ensaio
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de cicatrizacao (GABASA et al., 2020). Interessantemente, € bem estabelecido que a
obesidade afeta diretamente a cicatrizacdo de feridas, retardando esse processo
(HOLCOMB et al., 2009; WAGNER et al., 2012; ALMA et al., 2023). Além disso, em
modelo murino, o atraso da cicatrizacdo de feridas cutaneas foi relacionada com o
atraso da diferenciacao de miofibroblastos em animais obesos devido ao papel das
citocinas pré-inflamatérias derivadas do tecido adiposo na obesidade (NASCIMENTO;
COSTA, 2006). Em nosso trabalho podemos observar que MdOb foi rico em fatores
soluveis pro-inflamatorios, como IL-6, IL1-B8, MIF, TNF-a e CCL5/RANTES (Figura 17)
0 que permitiu a manutengdo de um ambiente proé-inflamatério nos pogcos onde os
fibroblastos pulmonares foram semeados. Dessa maneira, sugerimos que os fatores
soluveis, em conjunto, e as pVEs do tecido adiposo de individuos obesos podem
impactar na migracao coletiva dessas células, além de afetar o estado metabdlico,
como indicamos anteriormente. Dessa forma, tal condigdo pro-inflamatéria pode ter
contribuido para as diferencas de comportamento observadas em fibroblastos
tratados com MdEu e MdOb.

Fibroblastos sao células que respondem a diversos estimulos pro-inflamatorios
e ampliam a inflamacao e resposta fibrética no estroma em condigdes patoldgicas
(WEI; NGUYEN; BRENNER, 2021). Desse modo, investigamos aqui se os fatores
soluveis derivados do TA de individuos com obesidade, bem como as pVEsOb
poderiam induzir ao aumento de fatores pro-inflamatérios e angiogénicos, e
encontramos aumento de alguns desses fatores, como IL-1B, IL-6, TNF-a, MIF,
RANTES/CCL5 e Ang1 (Figura 17) no sobrenadante de fibroblastos tratados com o
MdOb e ndo com MdEu. O aumento desses fatores no sobrenadante dos fibroblastos
pode ser devido aos estimulos pro-inflamatérios encontrados no MdOb. Por exemplo,
MIF, uma potente citocina pré-inflamatéria, foi implicado no aumento da expresséao e
secregao de IL-1B8 , TNF-a e IL-6 por fibroblastos (ZHANG et al., 2021). A IL-18 pode
levar ao aumento da producdao de mediadores inflamatérios, como IL-6, IL-8 e GM-
CSF por fibroblastos pulmonares (OSEI et al., 2020). Outra citocina pré-inflamatéria
amplamente secretada pelo tecido adiposo de individuos com obesidade, o TNF-q,
esta associado a inflamagao intersticial e fibrose por ativagao da sinalizagao de NF-
kB (HTWE et al., 2015; HOU et al., 2018), induzir a expressao de TGF- e MMP9 por
fibroblastos pulmonares de camundongos (SULLIVAN et al., 2009), induzir a
expresséo e secregao de MIF por fibroblastos da capsula articular (ZHANG et al.,
2021), induzir a secrecao de IL-8 por fibroblastos pulmonares (DRAKE et al., 2023),
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aumentar a producao de IL-6 por fibroblastos duodenais (PANG et al., 2008),
cardiacos (TURNER et al., 2007) e pulmonares (KLEE et al., 2016; DRAKE et al.,
2023). Ademais, a IL-6, outra citocina altamente secretada no tecido adiposo de
individuos com obesidade, também favoreceu a agao inflamatoria de fibroblastos por
estimular a producao de TGF-B por essas células (MA et al., 2012). Ademais, a IL-6
(VAN LINTHOUT; MITEVA; TSCHOPE, 2014) e o TNF-a (DRAKE et al., 2023) podem
induzir fibroblastos a produzirem e secretarem quimiocinas, como CCL5/RANTES.
Além do mais, ndo podemos desconsiderar também que a agdo conjunta dessas
multiplas citocinas pro-inflamatoérias derivadas do tecido adiposo na condicédo de
obesidade, conforme aqui observamos, possam exercer atividades sinérgicas e/ou
antagonicas em fibroblastos, aumentando ainda mais a complexidade dessa rede de
comunicagao. Por exemplo, ja foi bem descrito a algum tempo que o TNF-a e IL-1(,
de maneira sinérgica, aumentam a producao de IL-6 por fibroblastos pulmonares
(ELIAS; LENTZ, 1990; NG; TAN; GUY, 1994). Além disso, essas duas citocinas,
também de forma sinérgica, aumentam a producdo de GM-CSF por fibroblastos
pulmonares, levando a inflamagéo exacerbada (FITZGERALD et al., 2003). Outra
citocina encontrada em niveis elevados em individuos com obesidade, a IL-17
(CHEHIMI; VIDAL; ELJAAFARI, 2017), sinergicamente com o TNF-a, aumenta a
producao de IL-6, IL-8, IL-18 e G-CSF por fibroblastos (KATZ; NADIV; BEER, 2001;
NGUYEN et al., 2017). Em contrapartida, o tratamento de fibroblastos pulmonares
com TGF-B e IL-1B8 diminuiu a expressdo de a-SMA, e do oncogene homdlogo
associado ao glioma 1 (GL/1 - um ativador de fibroblastos em miofibroblastos) e
COL1A1 (MIA; BOERSEMA; BANK, 2014). Entretanto, esse mesmo grupo avaliou que
essas citocinas, de modo sinérgico, aumentaram a expressam das MMPs 1 e 9.
Interessantemente, MMP-9 secretada por fibroblastos pulmonares contribui para a
fiborose na fibrose pulmonar idiopatica (PARDO et al., 2016). Ademais, FACs
secretores de MMP-1 favorecem a degradacdo da MEC e angiogénese no cancer de
mama, favorecendo a génese da doenca metastatica (MANNELLO, 2011).

Aqui, também investigamos se as diferentes condi¢gbes de tratamento poderiam
influenciar o aumento da secrecao de TGF-p3, visto que outros fatores pré-inflamatérios
que aqui observamos, podem levar ao aumento da secrecdo dessa citocina pro-
inflamatdria e pro-fibrotica. Observamos uma tendéncia de aumento dos niveis de
TGF-B em fibroblastos tratados com MdOb (Figura 17F), embora n&do tenham sido
estatisticamente significativos (p=0,1435), quando comparado com o grupo NT. Dessa
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forma, nossos resultados parecem paradoxais, visto que em outros trabalhos,
citocinas como IL-6 (MA et al., 2012) e TNF-a (SULLIVAN et al., 2009) foram relatadas
como fortes indutores da producdo de TGF-B por fibroblastos. Dessa forma, nao
podemos descartar que outros fatores soluveis secretados pelo tecido adiposo de
individuos com obesidade, bem como fatores intrinsecos dos fibroblastos pulmonares,
possam estar em jogo e sendo determinantes para nossos achados. Por exemplo, foi
demonstrado anteriormente que o interferon gama (IFN-y) é altamente expresso e
secretado no TA de individuos com obesidade (BRADLEY et al., 2022; HUANG et al.,
2022) e essa citocina pro-inflamatoria ja foi descrita anteriormente por inibir a secrecéo
de TGF-B em fibroblastos pulmonares através da regulagado positiva de Smad7
(HUANG et al., 2002). Além disso, Smad7 bloqueia a via de ativacdo do TGF-[3 e inibe
a diferenciacédo de fibroblastos em miofibroblastos (VU et al., 2019; CHANG et al.,
2021). Logo, € importante verificar de forma ainda mais profunda como essa coletanea
de fatores pro-inflamatérios sdo responsaveis por alterar a biologia dos fibroblastos,
afim de consolidar ainda mais o papel do tecido adiposo na condi¢cao de obesidade,
com um todo, na modulagéo de respostas estromais em diferentes fisiopatologias.

E importante considerarmos que ndo podemos descartar a hipétese de que os
niveis de mediadores soluveis proé-inflamatérias encontrados nos pogos de
fibroblastos semeados em conjunto com o MdOb estejam de fato mais elevados por
causa do nosso tratamento, o que configura um viés em nosso trabalho. Todavia, &
importante frisar que muitas citocinas, como IL-18 e TNF-a possuem meia vida curta,
sdo sensiveis a temperatura e com isso sao rapidamente degradadas (SIMPSON et
al., 2020; LIU et al., 2021). Dessa forma, ndo podemos desconsiderar também a
possibilidade que MdOb inflamatdrio estar, de fato, ativando os fibroblastos, levando
a manutencao do ambiente inflamatério observado in vitro em nossa pesquisa.

No que diz respeito as pVEsOb, observamos que essas nanoestruturas nao
foram capazes de aumentar a secrecao dos fatores pré-inflamatérios, como IL-14, IL-
6, MIF e TGF-B. Curiosamente, pVEsOb induziram os fibroblastos pulmonares a
secretarem elevadas quantidades de angiopoietina 1 (Ang1), 24 e 48 horas apos o
tratamento. Além disso, também encontramos elevadas concentragcbes dessa
glicoproteina em fibroblastos pulmonares cultivados com MdOb e ndo em MdEu,
também em 24 e 48 horas apds o tratamento. Ang1 é expressa e secretada por
diversos tipos celulares, como fibroblastos, e que atua se ligando ao seu receptor Tie2

que também ¢é expresso por varios tipos celulares, como células endoteliais,
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neutrofilos (STURN et al., 2005; BURNETT et al., 2017), eosindfilos (AKWII; MIKELIS,
2021) mondécitos (SEOK et al., 2013) e fibroblastos (BRUNCKHORST et al., 2014).
Além de Tie2, foi demonstrado anteriormente que Ang1 também podem-se ligar a
integrinas, como a231, a5p1, av3 e avpB5 (BRINDLE; SAHARINEN; ALITALO, 2006).
Ang1 esta envolvida na manutengao da integridade e estabilidade do endotélio dos
vasos sanguineos, além de estar envolvida em processos de remodelacéo,
angiogénese (ISIDORI; VENNERI; FIORE, 2016) e diminuigdo do aumento da
permeabilidade vascular. Ademais, Ang1 foi descrita anteriormente como um
importante fator em respostas anti-inflamatérias (ECHAVARRIA et al., 2015; ISIDORI;
VENNERI; FIORE, 2016). Ang1 demonstrou ter efeitos benéficos em condi¢des
patolégicas, como isquemia, diabetes (ISIDORI; VENNERI; FIORE, 2016), sepse
(LELIGDOWICZ et al., 2018) e malaria cerebral (HIGGINS et al., 2016). Entretanto, o
papel da Ang1 nas respostas anti-inflamatorias tem limitagdes, uma vez que, células
nao endoteliais que também expressam receptores para Ang1, podem exibir
respostas pro-inflamatorias ou patogénicas e, dessa forma, estarem relacionadas com
a fisiopatologia em condi¢cbdes cancerosas ou ndo. Por exemplo, mondcitos também
expressam Tie2, que ao se ligar a Ang1, estimulam essas células a expressarem e
secretarem TNF-a, secretarem IL-6, além de induzirem a diferenciagao dessas células
ao perfil M1 pro-inflamatério (SEOK et al., 2013). Ademais, foi demonstrado
recentemente que Ang1 possui efeito pro-aterogénico por diminuir o efluxo de
colesterol em macréfagos, polarizar macréfagos para o perfil M1, levando ao aumento
da secrecao de citocinas pré-inflamatérias por essas células, acarretando, por fim, em
inflamacao vascular (OU et al., 2020). Ang1 induziu a translocagao epitelial de P-
selectina em células endoteliais, aumentando dessa maneira a adesao de neutrofilos.
Ademais, Ang1 levou a ativagcdo de neutrdfilos, que passaram a secretar elevadas
quantidades de fator ativador de plaquetas (PAF), que contribuiu ainda mais para o
aumento da adesao de neutrofilos ao endotélio (LEMIEUX et al., 2005). Ang1 também
promoveu o aumento da viabilidade de neutréfilos, que, de maneira sinérgica com
PAF, aumentou ainda mais esse parametro (DUMAS et al., 2012). Ademais, Ang1 foi
responsavel por aumentar a migracao de neutrofilos por efeito direto nessas células e
através da ativacao e liberacdo de CCL4 por macrofagos peritoneais, sugerindo
direcionamento de resposta inflamatéria (BURNETT et al., 2017). Ang1 também levou
ao aumento de expressao e secrecao da IL-8 em neutrdfilos humanos, ampliando

ainda mais a visao de que essa glicoproteina induz respostas inflamatorias nesses
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granulécitos (NEAGOE et al., 2012). Por fim, Ang1 induziu NETose em neutrdfilos
humanos, que aumentam a ades&do em células endoteliais e podem induzir atividade
pré-angiogénica (LAVOIE et al.,, 2018) Esses dados suportam a ideia que que
neutrofilos, ativados por Ang1, podem exibir atividades pré-inflamatérias (NEAGOE et
al., 2012). Em pacientes com hipertensao pulmonar idiopatica, foi relatado que a via
Tie2/Ang1 encontra-se alterada, uma vez que Ang1 levou a células endoteliais
pulmonares a secretarem fatores que estao envolvidos na contracdo e remodelagao
dos vasos sanguineos, levando a hiperplasia de musculos lisos, sugerindo
agravamento na hipertensao pulmonar (DEWACHTER et al., 2006). Na artrite
reumatoide, os fibroblastos sinoviais, em resposta ao TNF-a, secretam ativamente
Ang1, contribuindo para a angiogénese nesta patologia (GRAVALLESE, 2003). Essa
regulacdo positiva de Ang1 em fibroblastos sinoviais da artrite reumatoide é
decorrente da indugao da via de sinalizagao NF-kB ativada pelo TNF-a nessas células
(SCOTT et al., 2005). Alem disso, Ang1 foi implicada na destruicao das articulacdes
na artrite reumatoide, por ativacdo da via de sinalizacdo NF-kB das células sinoviais
e indugédo da secrecdo de MMP3 (HASHIRAMOTO et al.,, 2007). No contexto do
cancer, o papel da Ang1 na promoc¢ao ou inibigao do tumor parece depender do tipo
de neoplasia (FAGIANI; CHRISTOFORI, 2013; NONG et al.,, 2021). No céancer
cervical, Ang1 favorece a migracao e invasao das células tumorais. Além disso, a
regulagcédo negativa desse fator foi responsavel pela diminui¢ao in vivo do crescimento
tumoral (YANG et al., 2017). No cancer ovariano, as angiopoietinas, como a Ang1,
sdo expressas pelas células neoplasicas e favorecem o desenvolvimento tumoral.
Nesse estudo, em modelo murino, animais cujos tumores possuiam ceélulas que
expressavam Ang1 tinham sobrevida menor, aumento da angiogénese tumoral e
acumulo de FACs no tumor (BRUNCKHORST et al., 2014). No cancer hepatico foi
sugerido que as angiopoietinas, dentre elas a Ang1, estdo envolvidas na formagao de
tubos de células endoteliais in vitro e angiogénese in vivo (DONG et al., 2022).
Ademais, Ang1 foi implicada na proliferacdo, migracdo e invasao de células
endoteliais no carcinoma hepatocelular (DONG et al., 2021). Ang1 foi implicada no
aumento de metastases pulmonares, por induzir o alargamento dos vasos no tumor e
tecidos normais, mesmo em células tumorais pouco metastaticas (HOLOPAINEN et
al., 2009). No cancer de mama, o papel da Ang1 na promog¢ao ou inibigado tumoral
permanece controverso. Ha algum tempo, Hayes et al. (2000) observaram que a

superexpressdao de Ang1 em células tumorais levou a diminuicdo do tamanho do
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tumor mamario. Ademais, em um outro trabalho que utilizou camundongos nocautes
para Ang1 e que desenvolviam tumores de mamas espontaneos, foi demonstrado que
a falta de Ang1 levou a maior numero de metastases pulmonares, sugerindo que em
modelo murino, a manutengdo da integridade vascular promovida por Ang1 é
importante para diminuir as metastases (MICHAEL et al., 2017). Em contrapartida,
recentemente, Liu et al. (2023) mostraram que no cancer de mama triplo-negativo os
niveis elevados de Ang1 foram relacionados a menor sobrevida de pacientes para
esse tumor, além de promover a proliferagdo e as sobrevivéncia das células triplo-
negativas, por regular positivamente carboxipeptidase A4 (CPA4). Ademais, foi
demonstrado que a expressdao de ANGPT1, gene que codifica a proteina Ang1, por
células malignas mamarias como a MDA-MB-231, & importante na promogéo da
angiogénese no cancer de mama (FLORES-PEREZ et al., 2016). Ademais, em células
tumorais mamarias MCF-7, o knockdown de Ang1 inibiu a proliferagdo e migracao
dessas células, enquanto que a superexpressao de Ang1 resgatou esses parametros.
Ademais, a supressao de Ang1 em células MCF-7 inibiu a formacgéo de tubos por
células HUVEC, indicando que Ang1 tumoral € importante para a formacéo de vasos
sanguineos no tumor (LIANG et al.,, 2018). De maneira adicional, BRCA1, um
importante gene supressor tumoral, inibe, em nivel transcricional Ang1. Tumores
mamarios deficientes em BRCA1 possuem regulacdo positiva de ANGPTT,
vascularizacdo proeminente e crescimento tumoral acelerado.

Nossos achados aqui sao importantes, pois demonstramos, até onde sabemos,
pela primeira vez, que as pVEsOb induzem os fibroblastos pulmonares humanos a
secretarem uma quantidade elevada Ang1 in vitro. Entretanto, sdo necessarias
investigacbes adicionais para revelarem as reais implicagbes biolégicas desses
achados, pois como apontamos acima, Ang1 pode mediar diversos e importantes
processos em diferentes tipos celulares e isso poderia auxiliar na compreensao de
como as pVEsOb podem contribuir para diferentes fisiopatologias no contexto da
obesidade, dentre elas a progressao do cancer. Ademais, ainda € necessario elucidar
de que maneiras as pVEsOb induziram os fibroblastos pulmonares a secretarem
Ang1.

Além da Ang1, buscamos investigar se os fatores soluveis do tecido adiposo,
bem como as pVEsOb poderiam aumentar a secregéo de outro fator pré-angiogénico
importante para a metastase tumoral e formagao dos NPMs, o VEGF. Nossos dados

demonstram que nem MdEu, MdOb ou pVEsObs, foram importantes para aumentar a
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producao VEGF por fibroblastos pulmonares nas condigbes estudadas. Nossos
achados aqui sdo paradoxais, visto que, conforme mostramos anteriormente,
encontramos niveis aumentados de citocinas proé-inflamatérias, como IL-6
(NAGASAKI et al., 2014; MIRKESHAVARZ et al., 2017) e IL-1B (RISTIMAKI et al.,
1998; Xl et al., 2011; DONG et al., 2018), que ja foram descritas anteriormente como
indutoras da expressao e secreg¢ao de VEGF. Dessa forma, assim como no TGF-,
consideramos que outros fatores soluveis no MdOb podem estar interferindo nessas
respostas, como o IFN-y, que foi relacionado com a diminuigao da secre¢ao de VEGF
por fibroblastos (KOMMINENI et al., 2008; LU et al., 2009).

Além do mais, investigamos a expressao de marcadores de ativagdo de
fibroblastos associados ao cancer (CHOI et al., 2013), como S7100A4 e CCL2. Nao
encontramos aumento da expressdao de ambos o0s genes, embora tenhamos
encontrado uma tendéncia de aumento de CCL2 (p=0,1323) pelos fibroblastos
tratados com pVEsOb (Figura 18). A expressdo de S700A4 é principalmente
estimulada por TGF-3 (TOMCIK et al., 2015; FEl et al., 2017) e em nosso trabalho n&o
verificamos aumento significativo dessa citocina em nenhum dos tratamento
avaliados, justificando, dessa forma, ndo termos encontrado aumento da expressao
desse gene. Em contrapartida a CCLZ2 é supra regulado em fibroblastos pela acéo de
citocinas proé-inflamatoérias que aqui encontramos, como IL-6 (VALIN et al., 2020) e
TNF-a (TSOU et al.,, 2012; VALIN et al., 2020). Esse fato nos faz levantar
questionamentos acerca de como os multiplos fatores soluveis podem estar
interagindo e levando a regulacdo da expressdo e tradugcdo génica. Em suma,
reforcamos o fato de que sdo necessarias mais pesquisas que enfoquem na atuacao
dos multiplos fatores secretados pelo TA de individuos com obesidade, em conjunto,
na modulacdo de fibroblastos pulmonares, bem como as respostas moleculares
subjacentes para melhor compreender o papel biolégico dessas células no contexto
da obesidade e fisiopatologias associadas a ela.

Por fim, buscamos compreender se os fibroblastos pulmonares tratados em
diferentes condi¢cdes poderiam aumentar a migracdo das células tumorais triplo
negativas, MDA-MB-231, afim de observar se, no contexto da obesidade, fibroblastos
pulmonares expostos aos fatores soluveis do TA de individuos com obesidade, bem
como pVEsOb, aumentariam a migragéo in vitro das células tumorais, o que poderia
sugestionar o papel dessas células estromais, no contexto da obesidade, no

impulsionamento de metastases. Aqui, ndo verificamos aumento da migragcdo das
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células cancerosas em nenhuma das condi¢bes analisadas, sugerindo que os
fibroblastos pulmonares, no contexto da obesidade, por si sO, e in vitro, ndo séo
capazes de aumentar a capacidade migratoria as células tumorais. Curiosamente,
outros trabalhos demonstram que o meio condicionado ou exossomos do tecido
adiposo (NOWICKA et al., 2013), adipdcitos (KO et al., 2019; BELLANGER et al.,
2021) células tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (LIN; WANG; ZHAO,
2013; PREISNER et al., 2018; YUAN et al., 2021) promovem o aumento da migragéo
de células tumorais em diferentes tipos de cancer, como o de ovario (NOWICKA et al.,
2013), melanoma (PREISNER et al., 2018; KO et al., 2019), colorretal (KO et al.,
2019), dermatofibrosarcoma protuberans (YUAN et al., 2021) e mama (LIN; WANG;
ZHAO, 2013; BELLANGER et al., 2021). As diferencas observadas podem ser
relacionadas com as diferentes metodologias empregadas, bem como numero de
células semeadas no topo da camara Transwell e tempo de cultivo. Embora ndo foram
observadas alteragcdes na migragao das células tumorais, ndo podemos desconsiderar
a hipétese de que esses fibroblastos pulmonares, no contexto da obesidade, poderiam
impulsionar a migracéo e ativagao de células imunes, por exemplo, e favorecer, de
fato, a geragcao de um nicho pré-metastatico efetivo. Isso poque multiplos fatores
inflamatdrios, como aqui observamos, sao quimioatraentes e ativadores de leucécitos,
que poderiam conferir alteragcdes estromais e potencializar aumento da migragao das
células tumorais (KITAMURA; QIAN; POLLARD, 2015; LI; WEN; LIN, 2020). Dessa
forma, investigagdes adicionais sobre o impacto da inflamagéo de baixo grau crénica
na obesidade sobre os fibroblastos pulmonares, atrelada a quimiotaxia e ativacao de
leucocitos podem ser importantes para desvendar a interagdo TA-estroma pulmonar-
células cancerosas.

E importante destacar que nosso estudo possui algumas limitacdes. Devido &
escassez de TA de individuos eutroficos, ndo fomos capazes de comparar as
respostas induzidas por pVEsOb e aquelas que poderiam ou n&o serem induzidas por
pVEs do TA de individuos eutréficos. Além do mais, encontramos um aumento
estatisticamente significativo entre as idades de individuos magros e com obesidade,
e ja foi demonstrado que o tecido adiposo em individuos mais velhos pode sofrer
alteragdes em sua fisiologia (OU et al., 2022), o que pode ser caracterizado como um
viés. Por fim, como ressaltamos anteriormente, ndo podemos desconsiderar também

que os altos niveis de fatores soluveis pro-inflamatorias no sobrenadante dos
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fibroblastos pulmonares sejam decorrentes apenas do nosso tratamento, embora

sugerimos agao complementar dos fibroblastos.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Em nosso trabalho, demonstramos que os fibroblastos pulmonares podem
exibir alteragdes funcionais quando expostos ao Md de individuos com obesidade e
eutroficos. Além disso, demonstramos que pVEsOb derivadas por TA de individuos
com obesidade podem ser internalizadas pelos fibroblastos pulmonares, levando a
possiveis alteragbes metabdlicas e aumento da secrecdo de Ang1. Por fim, néo
observamos alteragéo da migragao das células tumorais triplo-negativas MD-MB-231
pelo ensaio de Transwell. Entretanto, mais investigagdes sao necessarias para
verificar se a comunicagdo enddcrina entre o TA na condigdo de obesidade e
fibroblastos pode ser importante para outras fisiopatologias do sistema respiratorio,
bem como para a quimioatragéo e ativagao de leucadcitos que, em conjunto, podem
potencializar respostas pro-metastaticas no cancer de mama, visto que a inflamagao
de baixo grau cronica na obesidade pode afetar a progressao tumoral e levar a piores

desfechos clinicos na obesidade.
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