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RESUMO

A obesidade é uma condi¢ao cronica descrita pelo acumulo excessivo de tecido
adiposo (TA), resultante de um balango energético positivo e associado a fatores
genéticos e ambientais. Este excesso de TA é um importante fator de risco para
doencgas como diabetes tipo 2 e hipertens&do. Antigamente visto apenas como um
reservatorio de energia, o TA é agora reconhecido como um 6rgao ativo com
fungdes metabdlicas, imunoldgicas e enddcrinas, que secretam adipocinas e
outros fatores bioativos que afetam o metabolismo e a inflamac&o. Na obesidade,
ocorre uma infiltragdo de células imunolégicas, principalmente macrofagos, sem
TA. Esses macrofagos podem adotar fenétipos pré-inflamatérios (M1) ou anti-
inflamatorios (M2), e o desequilibrio entre esses fendtipos contribui para a
inflamacédo crénica observada em individuos obesos. Recentemente, as
vesiculas extracelulares (VEs) derivadas do TA ganharam destaque, pois s&o
responsaveis por mediar a comunicagao intercelular e influenciar a inflamacao e
o metabolismo. Estudos indicam que as pequenas vesiculas extracelulares
(pVEs) originadas de adipdcitos obesos carregam proteinas, lipidios e RNAs que
podem exacerbar a inflamacédo e a resisténcia a insulina, demonstrando seu
papel na intersecdo entre metabolismo e imunidade. Esses pVEs apresentam
niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias como IL-8, MCP-1 e TGF-$3, além
de 6xido nitrico, intensificando a resposta inflamatdria sistémica. Além disso, os
pVEs obesogénicos alteram significativamente a expressdo génica dos
macrofagos, destacando-se a regulacédo de genes inflamatérios como CCL-2 e
IL-1pB.

Palavra-chave: Obesidade, Tecido adiposo (TA), Fung¢des metabdlicas,
imunologicas e enddcrinas, Inflamagao, Macrofagos, Vesiculas extracelulares

(VEs), Pequenas vesiculas extracelulares (pVEs) e comunicacgao celular.



ABSTRACT

Obesity is a chronic condition described by the excessive accumulation of
adipose tissue (AT), resulting from a positive energy balance and associated with
genetic and environmental factors. This excess AT is an important risk factor for
diseases such as type 2 diabetes and hypertension. Once seen only as an energy
reservoir, the AT is now recognized as an active organ with metabolic,
immunological and endocrine functions, which secretes adipokines and other
bioactive factors that affect metabolism and inflammation during obesity, there is
an infiltration of immune cells, mainly macrophages, into the AT. These
macrophages can adopt pro-inflammatory (M1) or anti-inflammatory (M2)
phenotypes, and the imbalance between these phenotypes contributes to the
chronic inflammation observed in obese individuals. Recently, AT-derived
extracellular vesicles (EVs) have gained prominence, as they are responsible for
mediating intercellular communication and influencing inflammation and
metabolism. Studies indicate that small extracellular vesicles (pVEs) originating
from obese adipocytes carry proteins, lipids and RNAs that can exacerbate
inflammation and insulin resistance, demonstrating their role in the intersection
between metabolism and immunity. These EVPs have high levels of pro-
inflammatory cytokines such as IL-8, MCP-1 and TGF-3, as well as nitric oxide,
intensifying the systemic inflammatory response. In addition, obesogenic EVPs
significantly alter macrophage gene expression, particularly the regulation of

inflammatory genes such as CCL-2 and IL-1.

Keyword: Obesity, Adipose tissue (AT), Metabolic, immunological and endocrine
functions, Inflammation, Macrophages, Extracellular vesicles (EVs), Small

extracellular vesicles (sVE) and cell communication.
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1. INTRODUGCAO

1.1 OBESIDADE
A obesidade é uma patologia cronica caracterizada pelo acumulo
excessivo de tecido adiposo (TA) resultante de um balango energético positivo,
e esta relacionada ao desequilibrio entre os processos anabdlicos e catabdlicos
do metabolismo lipidico (ASGHAR & SHEIKH, 2017; PETERSEN & SHULMAN,
2017). Entre os métodos para classificar o peso corporal, o indice de Massa

Corporal (IMC) é o mais amplamente utilizado em todo o mundo.

Calculado pela razéo entre o peso e a altura ao quadrado, o IMC identifica
individuos com valores superiores a 30 kg/m? como obesos, podendo ainda ser
categorizados em trés niveis de gravidade, conforme apresentado na Tabela 1
(FISCHER ET AL., 2019; LIN & LI, 2021). Embora o IMC seja amplamente
reconhecido, sua principal limitagéo € a incapacidade de distinguir entre massa
adiposa e massa muscular. Apesar dessas restrigdes, o IMC continua sendo uma
ferramenta clinica pratica e eficiente para classificar pacientes em categorias de
risco e monitorar as mudancgas na adiposidade ao longo do tempo (O’'ROURKE,
2018; PICHE ET AL., 2020).

Categoria IMC (kg/m?)
Abaixo do peso Menor que 18,5
Peso ideal 18,5-24,9
Sobrepeso 25-29,9
Obesidade Maior ou igual a 30
Obesidade grau | (moderada) 30-34,9
Obesidade grau Il (severa) 35-39,9
Obesidade grau Il (mdrbida) Maior ou igual a 40

Tabela 1. Classificacdo de individuos adultos por categorias de peso segundo o IMC.
Adaptado de: OMS, 2000.

Segundo relatorio divulgado pela Federacdo Mundial de Obesidade
(WOF) (Atlas Mundial da Obesidade 2023), 1 em cada 7 pessoas tém obesidade
no mundo, e projeg¢des futuras indicam que 1 em cada 4 pessoas (quase 2
bilhdes) convivera com obesidade, e mais da metade da populagdo mundial,
cerca de 4 bilhdes, vivera com sobrepeso. No Brasil, segundo WOF, 41% dos
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adultos brasileiros terdo obesidade e o crescimento anual projetado de adultos
com obesidade entre 2020 e 2035 é de 2,8% (BLANES, 2023).

Como uma sindemia de interesse mundial, o impacto da obesidade se
estende também aos custos econdmicos que aumentam significativamente
promovendo altos gastos para a saude publica. Compreender sua complexa
etiologia, resultante de interagdes entre suscetibilidade genética, epigenética e
meio ambiente, se torna um fator decisivo na sua prevencdao e
consequentemente interessante economicamente para a economia mundial
(BARAKAT & ALMEIDA, 2021). Estudos de grande escala e longo prazo tém
consistentemente demonstrado um risco elevado de morbidade e mortalidade
associado a obesidade, sendo esta reconhecida como um fator de risco
significativo para o desenvolvimento de inumeras patologias, incluindo diabetes
mellitus tipo 2, hipertens&o arterial, doencas cardiovasculares (DCV) (YAMADA
ETAL., 2023).

45%

30%

15%

0%
Diabetes Mellitus Tipo 2 DCV Neoplasias AVC

M Regido Africana I Regido das Américas Regido do Mediterraneo Oriental
I Regido Europeia Regiao Sudeste Asiatico Regiao do Pacifico Ocidental

Figura 1. Mortalidade por Patologias Relacionadas ao IMC Elevado. Proporcao (%) de
mortes por doencas graves atribuiveis ao elevado indice de massa corporal (IMC), no ano de
20119. Adaptado de: WOF 2024.

Além de ser uma precursora de DCV, sindrome metabdlica (SM) e outras
comorbidades como a dislipidemia, a obesidade também & um fator central no
desenvolvimento de patologias ndo cardiovasculares, como: doenga hepatica,

hipertensao, hiperlipidemia, doenca renal crénica, e diferentes formas de cancer,

16



como os de mama, colon e prostata (POWELL-WILEY ET AL., 2021; YAMADA
ETAL., 2023).

No decorrer do desenvolvimento da obesidade, além da expansdo do TA
corporal, que é composto por diversos tipos celulares, € possivel destacar a
infiltracdo e ativagdo de células do sistema imune, que nesse contexto sao
caracterizadas por desencadear respostas inflamatérias agudas e crénicas no
tecido (DIEZ-ECHAVE ET AL., 2020; PAN ET AL., 2019; WEISBERG ET AL.,
2003; YU ETAL., 2019).

1.2 TECIDO ADIPOSO
Consagrado por muito tempo apenas como reservatorio passivo para
armazenamento de energia e isolamento térmico, atualmente o papel e fungéo
do TA como 6rgao regulador endocrino e imunolégico de diversos processos
fisiologicos e fisiopatologicos € cada vez mais evidente.(Corréa et al., 2019;

Kershaw & Flier, 2004).

Os mamiferos tém dois tipos principais de TA: o tecido adiposo branco
(TAB) e o tecido adiposo marrom/bege (TAM), ambos atuam como 6rgaos
endocrinos que secretam horménios e metabdlitos importantes para a
manutencdo da homeostase metabdlica. Apesar de possuirem semelhancgas,
algumas particularidades podem ser observadas como por exemplo: o TAB
contém goticulas lipidicas uniloculares e € responsavel por armazenar o excesso
de energia, enquanto o TAM possui goticulas lipidicas multiloculares e é
especializado em consumir energia. O aumento da quantidade ou atividade do
TAB promove o gasto de energia e esta inversamente correlacionado com o
indice de massa corporal, niveis circulantes de glicose e triglicerideos (WANG
ETAL., 2024).

Nos humanos, a maior parte do TA € do tipo TAB, que é subdividido em:
tecido adiposo visceral (TABv), que se acumula na cavidade peritoneal entre
orgéos internos, e esta associado a resisténcia a insulina e ao aumento do risco
de diabetes tipo 2; e tecido adiposo subcutaneo (TABsc), localizado na
hipoderme e esta associada a um fenétipo mais sensivel a insulina e a um menor
risco de desenvolvimento de diabetes tipo 2 (ALDISS ETAL., 2018; STANFORD
ETAL., 2015; ZWICK ET AL., 2018). Este ultimo pode ser composto por células
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beges que expressam a proteina desacopladora 1 (UCP1), que em condi¢des
basais, tendo uma exposi¢cdo prolongada ao frio ou a estimulagdo [(3-
adrenérgica pode aumentar a capacidade termogénica. Isso por que a UCP-1
tem como fungao dissipar energia, desacoplando a forgca motriz do proton da
producdo de adenosina trifosfato (ATP) para gerar calor em resposta a
exposicao. (STANFORD ET AL., 2015; C.-H. WANG ET AL., 2024).

O TA é um drgado complexo com diversas fungdes no metabolismo
energético, regulagdo endocrina e resposta inflamatéria. Se caracteriza por
possuir uma estrutura que inclui grande variedade de células como pré-
adipocitos, adipdcitos maduros, células-tronco mesenquimatosas, células
endoteliais, fibroblastos, macréfagos e linfocitos (T e B) (DIEZ-ECHAVE ETAL.,
2020). Possui fungdes enddcrinas importantes, como: secregéo de proteinas que
surtem efeitos metabdlicos distintos em tecidos locais ou distantes, e producéo
de enzimas envolvidas no metabolismo de hormdnios esteroides (GUERREIRO
ET AL., 2022; KERSHAW & FLIER, 2004). Tendo também, fungdes plasticas,
metabdlicas e regulatérias, que podem ser mediadas pela produgéo e liberagao
de uma ampla gama de adipocitocinas com funcgdes pleiotrépicas e efeitos
autécrinos, paracrinos e sistémicos.(BARCHETTA ET AL., 2019; CORREA ET
AL., 2019; KERSHAW & FLIER, 2004).

O TA secreta horménios e adipocinas (enddcrinas e paracrinas), estas séo
substancias biologicamente ativas derivadas de adipdcitos e produtos do
metabolismo lipidico do TA (TSAI ET AL., 2020), que estdo envolvidos na
regulagdo da homeostase corporal. As adipocinas desempenham papéis cruciais
nas alteragdes no metabolismo dos adipdocitos e no manuseio de nutriente.
Sendo a adiponectina e leptina fundamentais para a fisiopatologia da sindrome
metabdlica, enquanto a adiponectina melhora a sensibilidade a insulina, atuando
principalmente no figado e nos musculos esqueléticos, a leptina sinaliza no
hipotalamo para regular a ingestao alimentar (SORISKY ET AL., 2013). O foco
crescente na biogénese dessas adipocinas tem permitido identificar mecanismos
reguladores dentro da maquinaria secretora dos adipécitos, que controlam a
traducdo e a liberagdo de diversos fatores. (RUTKOWSKI ET AL., 2015;
SORISKY ETAL., 2013)
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A literatura demonstra que a expansao hiperplasica do TA gera adipdcitos
funcionais e abundantes com capacidade de armazenamento lipidico, mantendo
a homeostase do tecido adiposo. Isso explica, em parte, o fenétipo de obesidade
metabolicamente saudavel, que é caracterizado pela sensibilidade a insulina.
Entretanto, quando os adipdcitos sdo sobrecarregados com lipidios, enfrentam
desafios que geram espécies reativas de oxigénio (ROS), levando ao estresse
do reticulo endoplasmatico (ER) e ao aumento do "transbordamento” de lipidios.
(RUTKOWSKI ET AL., 2015; SORISKY ET AL., 2013). Assim, o estado
metabdlico e redox de cada adipdcito determina a composicdo de seu
secretoma, e mudancas no perfil de secrecao de adipocinas ocorrem conforme
a alteragdo da demanda metabdlica e a expansdao ou reducdo do TA.
(RUTKOWSKI ET AL., 2015).

Ao avaliar individuos com obesidade que ja apresentam adipdcitos
hipertroficos, € possivel observar aumento na secrecdo de fatores pro-
inflamataorios, incluindo leptina, resistina, interleucina-6 (IL-6), fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) e ligante de quimiocina 2 (CCL2). Concomitantemente, ha
uma redugdo aparente na secregdao de fatores anti-inflamatérios, como
adiponectina, adipocina, interleucina-4 (IL-4), interleucina-10 (IL-10) e
interleucina (IL-13), pelos adipdcitos hipertroficos. Esta alteragdo nos
secretomas dos adipdcitos hipertroficos estimula a proliferacéo e o recrutamento
de células inflamatdrias, ao mesmo tempo, reduz a abundancia de células
imunes anti-inflamatérias (NIMPTSCH ET AL., 2019; PRISCILLA ET AL., 2024;
ZHAO ETAL., 2019)
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Figura 3. Impacto da obesidade no tecido adiposo. A hipertrofia dos adipdcitos,
desencadeada pela obesidade, promove um estado inflamatério no tecido adiposo branco,
favorecendo o recrutamento de células imunolégicas proé-inflamatérias. Esse ambiente
inflamatorio esta diretamente associado ao desenvolvimento de diversas comorbidades, como
doengas cardiacas coronarianas, cancer de mama e diabetes tipo 2. Em contrapartida, o tecido
adiposo em individuos magros mantém um perfil anti-inflamatério, mediado por adipocinas e
citocinas que controlam a inflamagéo e preservam a homeostase. Adaptado de: Priscilla et al.,
2024.

Caso a capacidade de expansao do TA seja limitada, seja por um numero
insuficiente de pré-adipécitos ou por uma diferenciagdo prejudicada, o
crescimento por hipertrofia dos adipodcitos existentes prevalecera, gerando
células aumentadas e disfuncionais, propensas a inflamacao e resisténcia a
insulina. Esses adipdcitos disfuncionais liberam quimiocinas que atraem
monadcitos circulantes, que se infiltram no TA e se diferenciam em macroéfagos,
contribuindo para a producdo de citocinas pro-inflamatorias com efeitos
paracrinos e enddcrinos prejudiciais (RUTKOWSKI ET AL., 2015; SORISKY ET
AL., 2013).

Com a expansado do TA rico em adipocitos hipertroficos, ocorre um
distanciamento desses aglomerados celulares da vasculatura, promovendo um
ambiente hipdxico e consequentemente a morte deste tipo celular. Assim na
obesidade essa expansao nao € proporcional a extensao do fluxo sanguineo e
ao débito cardiaco, onde a hipdxia sustenta o inicio e a progressao da resposta
inflamatoria no TA, através da baixa concentragdo de oxigénio (.TRAYHURN,
2013). Além disso, a hipoxia exacerba a inflamacado mediada por macrofagos na
obesidade juntamente com concentragbes mais altas de acidos graxos livres,
sendo o estado metabdlico dos adipécitos um determinante importante da
producéo inflamatoria (ENGIN, 2017).

Tanto os macrofagos quanto os adipdocitos sdo os locais para o
metabolismo lipidico ativo e a sinalizacdo, e como mecanismos alternativos para
o desenvolvimento da inflamagcdo. Como mecanismos alternativos incluem
estresse do reticulo endoplasmatico e oxidativo, tendo como consequéncia um
aumento da proporgcdao de macrofagos de fendtipo pro inflamatério (ENGIN,
2017). Essa polarizagao é facilitada pela via do receptor TOLL-LIKE 4, que séo

ativados em resposta a padrées moleculares associados a danos (DAMPs) e
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acidos graxos livres (FFAs), estimulando assim o recrutamento de outras células
imunes. Os mondcitos circulantes sao recrutados para o local por meio de uma
interacdo complexa envolvendo adipdcitos mortos, macréfagos e células TCD8+
(PRISCILLAETAL., 2024; WEISBERG ET AL., 2003).

1.3 MACROFAGOS DO TECIDO ADIPOSO: FUNCAO E IMPACTO
IMUNOLOGICO.

Os macréfagos sédo heterogéneos e classificados com base nos padrdes
de expressao e funcéo génica, sao classificados como: Ativados classicamente
(M1) ou alternativamente (M2) (KRATZ ET AL., 2014). Atualmente este conceito
de polarizagao M1/M2 foi revisado devido aos avangos no sequenciamento de
ultima geragéo e na analise transcriptdmica que revelaram uma heterogeneidade
mais complexa (FUNES ET AL., 2018; MUSHENKOVA ET AL., 2022). Visto que
os macréfagos sao capazes de mudar seu fenotipo em resposta a diferentes
estimulos, o fendtipo M1 €& promovido por mediadores Th1 como
lipopolissacarideo (LPS) e IFN-y, sendo caracterizado pela superprodugéo de
citocinas pro-inflamatdrias. Em contraste, os mediadores Th2, por exemplo IL-4,
conduzem ao fendtipo M2 de caracteristica anti-inflamatéria. Além disso, essa
polarizagédo pode levar a fendtipos intermediarios entre esses dois fendtipos de
extremidade aparentemente opostos.(FUNES ET AL., 2018).

Como bem definido na literatura, os macréfagos residentes do TA (TAMs)
apresentam um fendtipo “misto” e adotam estados funcionais diferentes, de
acordo com o ambiente que os rodeia (KRATZ ET AL., 2014). As principais fontes
de macréfagos do TA sao macrofagos residentes e macréfagos recrutados
derivados de mondcitos, sendo estes as principais células que contribuem para
o aumento de TAMs na obesidade. O aumento da infiltragdo de macrofagos no
TA forma uma estrutura semelhante a uma coroa ao redor dos adipdcitos
necroticos, estando fortemente correlacionado com a expressdo de citocinas
inflamatdrias como o TNF-qa, indicando que os macrofagos infiltrantes tém um

efeito pro-inflamatorio no tecido adiposo na obesidade (X. LI ET AL., 2023).

Ja foi proposto na literatura que, apds perda de peso e consequente

diminuicdo do TA, ha uma transigao fenotipica dos macrofagos para um estado
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anti-inflamatério (M2). Esta mudancga fenotipica promove a remodelagéo tecidual
e ajuda a mediar a inflamagdo a partr da expressdo de fatores
imunossupressores, ativagao do receptor gama pelo proliferador de peroxissoma
(PPARYy) e alteragbes de numero e distribuicdo no TA, que parecem ser
reguladas por genes da fracdo estromovascular (FEV) que alteram a sua
expressao em resposta a alteragdes do IMC. (KRATZ ET AL., 2014).

Na obesidade, os mondcitos circulantes sao recrutados para o TA através
de diversos fatores soluveis do mesmo, como: interferon-gama (IFN-y) secretado
por células natural killer (NK), CCL2 e netrina-1. Esse estimulo inflamatério
estabelece um ciclo de feedback positivo que contribui para o desenvolvimento
de inflamagédo sistémica crénica, através de uma sequéncia de estimulos
resultantes da interagdo de macréfagos do tipo M1 e adipocitos. Em que o
aumento da morte de adipdcitos, consequéncia da interagao citada, leva a
secrecao elevada de DAMPs e FFAs, desencadeando subsequentemente a
ativacdo da via fator nuclear kappa B (NF-kB). O NF-kB ativado regula
positivamente a expresséo de CCL2, IL-6, interleucina-12 (IL-12), interleucina1
beta (IL-1B), interleucina-18 (IL-18) e TNF-a (KRATZ ET AL., 2014; PRISCILLA
ETAL., 2024).
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Figura 4. Modulagao patolégica do tecido adiposo. Com a expansé&o descontrolada do tecido
adiposo, os adipécitos sofrem hipertrofia, 0 que resulta em vascularizagdo deficiente, hipdxia e

fibrose. Esse processo € acompanhado pelo recrutamento de mondcitos e pela mudancga no perfil
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fenotipico dos macrofagos residentes, de M2 para M1. Além disso, ha alteragdes na populagéo
de linfécitos T. Como consequéncia, o tecido adiposo obeso passa a secretar fatores pro-
inflamatoérios, contribuindo para a disfungdo metabdlica. Adaptado de: OCHI, 2011.

Fatores soluveis secretados pelo ambiente do TA sugerem ser
determinantes para a polarizagdo dos macrofagos. Porém, os mecanismos
subjacentes desta comunicagado precisam ser compreendidos de forma mais
ampla, tendo em vista que a obesidade pode alterar o microambiente tecidual e
consequentemente afetar a fungéo e a resposta macrofagica (WCULEK ET AL.,
2022).

Aliteratura define flexibilidade metabdlica como capacidade do organismo
em utilizar diferentes substratos de maneira predominante de acordo com sua
disponibilidade. Ao avaliar por esse aspecto o TA, observamos uma
responsividade para estimulos anabdlicos (insulina) ou catabdlicos
(catecolaminas), expandindo (armazenando) e contraindo (mobilizando) os
macronutrientes, respectivamente.(SCHWEITZER ET AL., 2021)

A ativacdo de macrofagos confere funcdo e plasticidade heterdclita
conforme o microambiente e estimulo. Nos macréfagos ativados por LPS e IFN-
y (macréfagos M1), ha predominancia da glicdlise e producdo de grande
quantidade de citocinas pro-inflamatérias. Fazem parte do metabolismo de
macrofagos ativados por IL-4 (macréfagos M2) a fosforilagao oxidativa, oxidagao
de acidos graxos, propriedades anti-inflamatorias e maior atividade de fagocitose
contra patdgenos. Essas alteragdes metabdlicas e imunolégicas em resposta a
natureza do estimulo se mostram determinantes nas funcbes efetoras dos
macrofagos (LIAN ET AL., 2022).

Reconhecendo o papel crucial do TA na fungdo metabdlica, e
considerando que a reprogramacao de macrofagos € alcancada através da
inducdo de alteragdes de pontos especificos de rotas metabdlicas e
imunoldgicas; podendo esta reprogramacao ser desencadeada por comunicagao
celular (ZHANG, Yuan, LIU, et al., 2019). Nesse contexto, as vesiculas
extracelulares (VEs) derivadas do TA tém recebido destaque devido as suas
potentes atividades bioldgicas, tanto autdcrinas quanto paracrinas. Elas sao

reconhecidas como importantes fatores na regulagdo metabdlica, exercendo
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fortes efeitos na sinalizagdo e regulagdo do metabolismo, tanto local quanto
sistémico.(CREWE, 2022B; SUNG ET AL., 2020)

1.4 VESICULAS  EXTRACELULARES:  FACILITADORAS DA
COMUNICACAO SISTEMICA

Inicialmente acreditava-se que a secrecdo de VEs era restrita a
reticulécitos e plaquetas, sendo o primeiro um mecanismo para eliminar
compostos desnecessarios com pouca relevancia biolégica, e para as plaquetas
uma forma de promover atividade pré coagulante .(RATAJCZAK & RATAJCZAK,
2020). No entanto, atualmente, sabe-se que as VEs tém uma fungdo muito mais
complexa, sendo fundamentais na comunicacao intercelular e desempenhando
um papel crucial ao transportar e entregar biomoléculas como: proteinas, RNAs
mensageiros (MRNAs), DNA e RNAs nao codificantes (ncRNAs); para células
receptoras em diversos contextos. Além de atuarem como veiculos de
sinalizacdo em processos celulares homeostaticos, as VEs também estéo
envolvidas na patogénese de diversas doencgas, incluindo infecgdes, disturbios
neurodegenerativos, doencas cardiovasculares, obesidade e cancer.(LI ET AL.,
2019; SUNG ETAL., 2020; VAN NIEL ET AL., 2018)

As VEs séo classificadas com base em seu tamanho, mecanismo de
biogénese, carga e densidade, sendo divididas em corpos apoptoticos,
ectossomos  (microparticulas/microvesiculas) e  pequenas vesiculas
extracelulares (pVEs), anteriormente nomeadas como exossomos. As pVEs séo
vesiculas nanométricas, com diametro de 30-150nm e formadas por varias
etapas, incluindo a geracédo de endossomos, o brotamento interno da membrana
endossOmica durante a maturagao dos endossomos multivesiculares, resultando
na biogénese de corpos multivesiculares, que sao secretados apés a fusao com
a membrana plasmatica, liberando as pVEs para fora das células (LI ET AL.,
2019; SUNG ETAL., 2020; VAN NIEL ET AL., 2018)

Atualmente, sabe-se que a secrec¢ao de VEs ocorre em diversos tipos
celulares, e suas implicagbes na comunicacao intercelular, tanto em estados
normais quanto patolégicos, estdao amplamente documentadas (LI ET AL., 2019;
SUNG ET AL., 2020; VAN NIEL ET AL., 2018). Uma vez liberadas no espacgo
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extracelular, as VEs podem alcangar células receptoras e entregar seus
conteudos, provocando respostas funcionais e promovendo mudangas
fenotipicas que influenciam o estado fisiolégico ou patoldgico dessas células. A
comunicacao intercelular mediada por VEs envolve a atracagdao na membrana
plasmatica da célula-alvo, seguida pela ativagdo de receptores de superficie e
sinalizagao, internalizagdo da VE (endocitose) ou fusdo com a célula receptora.
A especificidade dessa interagdo pode ser determinada por interagdes
especificas entre as proteinas presentes na superficie das VEs e os receptores
da membrana plasmatica das células-alvo (LI ET AL., 2019; VAN NIEL ET AL.,
2018).

As pVEs originadas do TA formam uma populagdo altamente
heterogénea, composta predominantemente por vesiculas de adipocitos, porém,
sdo encontradas também aquelas derivadas de células endoteliais, fibroblastos,
macrofagos e outras células imunes. Essas pVEs sédo envolvidas externamente
por fosfolipidios e carregam diversas moléculas bioativas, incluindo microRNAs
(miRNAs), RNA mensageiro (mRNAs), acido desoxirribonucleico (DNA),
proteinas, lipidios e metabdlitos da célula de origem. (KWAN ET AL., 2021)

A capacidade que as pVEs possuem de transferir uma ampla gama de
informagdes para células vizinhas ou distantes, exercendo potentes efeitos de
sinalizagdo nas células receptoras, se da através de tetraspaninas. Estas
desempenham um papel potencial na selecdo de carga das vesiculas
intraluminais e na biogénese dessas estruturas. O acumulo dessas proteinas
como: CD9, CD63 e CD81; sdo amplamente utilizadas como marcadores de
pVEs (CREWE, 2022B; MATHIEU ET AL., 2021; SUNG ET AL., 2020).

O impacto da obesidade no conteudo dos exossomos derivados de
adipdcitos foi reconhecido. Sabe-se que o efeito dos exossomos nas células
receptoras dificilmente é atribuido a um conteudo especifico, porque as células
receptoras absorvem a carga sem processo seletivo de conteudo (KWAN ETAL.,
2021). O estudo Couch et al., 2021 demonstrou que citocinas podem ser
liberadas por meio de VEs, e que estas derivadas de células imunoldgicas
desempenham um papel crucial na fungao do sistema imunolégico (COUCH ET
AL., 2021). Pesquisas pioneiras mostraram que VEs isolados de explantes de TA
humano e de camundongos através de adipécitos imortalizados induziram
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inflamacéo e resisténcia a insulina em midcitos e hepatdcitos, esses efeitos
foram mais evidentes quando o TA foi proveniente de individuos
obesos.(CREWE, 2022B)

1.5 TECIDO ADIPOSO OBESO E VESICULAS EXTRACELULARES:
INTERAGOES COM O SISTEMA IMUNOLOGICO.

Sabendo que as pVEs ndo apenas carregam sinais inflamatérios, mas
também podem influenciar diretamente na funcdo das células imunolodgicas,
potencializando ou modulando as respostas inflamatérias em individuos obesos.
Explorar a comunicacdo entre pVEs e macréfagos, oferece uma nova
perspectiva sobre como a inflamagéo cronica de baixo grau e a obesidade se
entrelacam, podendo revelar novos alvos terapéuticos e estratégias para

combater as complicagdes metabdlicas associadas a obesidade.

Estudos referenciados por Sorisky et al., 2013, demonstraram que fatores
secretados por macrofagos derivados de monécitos humanos e ativados por LPS
inibem a adipogénese de pré-adipdcitos 3T3-L1 de camundongos e humanos.
Fatores como TNF-a e IL-1B foram propostos como contribuintes da atividade
antiadipogénica desses macréfagos. Assim, a fisiologia local do adipécito pode
ter efeitos sistémicos, com potenciais consequéncias benéficas ou prejudiciais
(SORISKY ETAL., 2013).

Sabendo que a reprogramacgado de macréfagos pode ser alcangada por
meio da inducao de alteracdes em vias metabdlicas e imunoldgicas especificas,
buscamos investigar a resposta de macréfagos ao tratamento com pVEs de TA

de doadores com obesidade e de doadores eutroficos.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Compreender o papel das vesiculas extracelulares provenientes do tecido

adiposo de individuos com obesidade ou eutrofia em macrofagos.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o conteudo de mediadores inflamatérios nas vesiculas
extracelulares.

e Comparar a producdo de mediadores inflamatorios nos macréfagos
tratados com vesiculas extracelulares do tecido adiposo de individuo com
obesidade e eutrofia.

e Avaliar os efeitos in vitro das vesiculas extracelulares provenientes do

tecido adiposo na resposta imunoldgica dos macréfagos

3. DESENHO EXERIMENTAL
3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para o desenvolvimento do presente estudo elaboramos o delineamento
experimental representado na Figura 5. Amostras humanas de tecido adiposo
(obeso e eutréfico) foram coletadas para obtengdo de pVEs. Em seguida foi
realizada a caracterizacdo dessas vesiculas através do tamanho e capacidade
de internalizagdo nas células. Macrofagos polarizados ou n&o, foram tratadas
com as respectivas pVEs. O efeito das pVEs do TA nos macréfagos foi avaliado

através da secrecao de mediadores inflamatorios.

: B

ISOLAMENTO VESICULAS EXTRACELULARES ISOLAMENTO PBMC
VE's)

CARACTERIZAGAO DAS VE's
CULTURA DE CELULAS

Tamanho das particulas
Macréfago ndo polarizado MO

Incorporagado pelas células Polarizagado fendtipo M1
Dosagem proteica Polarizagao fenotipo M2
Tratamento com VE's
Dosagem NO
Dosagem citocinas

PCR

Figura 5. Fluxograma desenho experimental proposto. De modo geral, isolamos as vesiculas

extracelulares do tecido adiposo de amostras humanas, tanto de individuos obesos quanto
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eutréficos, e realizamos a caracterizagdo dessas vesiculas com o objetivo de avaliar a secregéo

de mediadores inflamatérios.

3.2 OBTENGAO DE VESICULAS EXTRACELULARES DO TECIDO
ADIPOSO

O projeto foi submetido (numero: 85521518.4.0000.5147) e aprovado
(parecer: 5.321.687) pelo Comité de Etica- Plataforma Brasil. As pequenas
vesiculas extracelulares (pVE’s) foram isoladas do TA de amostras humanas,
que foram coletadas de voluntarios com obesidade, submetidos a cirurgia
bariatrica (IMC>35) e voluntarios eutréficos (IMC<25) submetidos a cirurgias
abdominais. Para o processamento das amostras, o TA foi fragmentado em
pequenos pedagos com auxilio de pinga e bisturi. Os fragmentos de tecido foram
cultivados em placas de Petri (Sarsted, Alemanha) em meio DMEM,
suplementado com penicilina, estreptomicina (100 ug/mL) mantidas a 37°C e 5%
de CO2. Apds 24 horas, o meio condicionado da cultura de tecido foi coletado
para o isolamento das pVE'’s pelo método de centrifugacéo e ultracentrifugacao.
O meio condicionado foi submetido a 3 etapas de centrifugagdo, onde o
sobrenadante de cada etapa passou para a seguinte (300g por 15 minutos,
2000g por 15 minutos e a 20000g por 45 minutos) todas a 4°C. Sobrenadante
proveniente desta ultima centrifugacdo foi entdo filtrado (0.22 mm) e
ultracentrifugado a 100000g, por 70 minutos a 4°C. O pellet resultante foi
ressuspendido em PBS-1X (tampao fosfato salina), filtrado em 0.22 mm, e
ultracentrifugado novamente sob as mesmas condigdes. Finalmente o pellet
obtido foi ressuspendido em aproximadamente 100 microlitros de PBS-1X
(filtrado), aliguotado em microtubos e congelado a -80°C. Cada amostra de pVE’s

foi descongelada por no maximo 2 vezes.
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Figura 6. Protocolo de obtengao de pVEs tecido adiposo. O meio de cultura do tecido adiposo
foi coletado apds 24 horas e iniciou-se o processo de obtencdo das pVEs pelo método de

ultracentrifugagéo. Fonte: Autor

3.3 CARACTERIZAGCAO DAS VESICULAS EXTRACELULARES
Analise do tamanho das VEs por espalhamento dindmico da luz. O
diametro das particulas foi analisado pela técnica de espalhamento dindmico da
luz (DLS — do inglés, Dynamic Ligth Scattering) que permite determinar o perfil
da distribuicdo de tamanhos das particulas. Os isolados de pVEs foram diluidos
250 vezes em PBS-1X filtrado (0.22 mm). O sobrenadante foi transferido para
cubetas de vidro para medi¢do do diametro no equipamento Zetasizer Nano

(Malvern).

3.4 QUANTIFICAGAO PROTEICA
Apos a obtencdo das pVEs, uma aliquota da amostra foi destinada a

dosagem do conteudo proteico com a utilizagdo do kit Micro BCA ProteinAssay
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(Thermo Fisher Scientific, EUA), seguindo a metodologia proposta pelo

fabricante.

3.5 OBTENGAO DE CELULAS MONONUCLEARES (PBMC) E CULTURA
CELULAR

Amostras de sangue periférico (20mL) foram coletados de doadores
voluntarios eutroficos. O sangue total coletado foi adicionado gentilmente sobre
a camada de FICOL (Ficoll® Paque Plus), utilizando uma pipeta Pasteur estéril
de plastico sem que as duas fragées se misturassem. Amostra foi centrifugada
a 400 x g por 30 min a temperatura ambiente, parada sem freio, formando o
gradiente: hemacias + polimorfonucleares (PMN) no fundo, FICOL acima das
hemacias, células mononucleares (PBMC) acima do FICOL, e plasma no topo.
Amostra PBMC resultante da centrifugagéao foi transferida para um novo tubo, e
este foi completado com PBS-1X estéril para lavar as células. Nova

centrifugacao a 500 x g 4 °C 5 min, foi realizada para precipitar os PBMC.

As amostras foram ressuspendidas em meio suplementado (RPMI, 10%
de Soro Fetal Bovino (SFB) e 2% penicilina, estreptomicina (100 pug/mL)) e
plagueadas em placas de 48 pogos nas densidades de de 2x105mL em meio
RPMI suplementado com penicilina, estreptomicina (100 ug/mL) e SFB
depletado de pVE’s e mantidas a 37°C e 5% de CO2. Apds 7 dias, os macréfagos

foram lavados com PBS-1X.

Para obtencdo de macréfagos fenotipo M1, macréfagos MO foram
diferenciados em macrofagos M1 na presenga de 25 ng/mL de GM-CSF, 50
ng/mL de IFN-y e 100 ng/mL de LPS por 48 h. Macrofagos M2 foram obtidos
cultivando macrofagos MO na presencga de 50 ng/mL de M-CSF e 20 ng/mL de
IL-4 por 48 h. Macrofagos MO foram gerados a partir de mondécitos conforme
descrito para macréfagos M1 e M2, mas sem a adigdo de fatores de crescimento
ou citocinas. Para todos os experimentos realizados, foi utilizado tratamento na

concentracao de 25ug/mL de pVE’s TA obesogénico e eutrofico.
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Figura 7. Protocolo de obtengido de PBMC e diferenciagao em macréfagos. As amostras de
PBMC, obtidas por centrifugagao, foram utilizadas para a diferenciagcdo de macréfagos nos
fendétipos MO, M1 e M2. Os tratamentos foram realizados com vesiculas extracelulares derivadas

de tecido adiposo obesogénico e eutréfico, na concentragao de 25 ug/mL. Fonte: Autor

3.6 ANALISE DA INTERNALIZAGAO DAS VESICULAS
EXTRACELULARES PELOS MACROFAGOS.

Para visualizacdo da internalizacdo das VE’s, as células foram
previamente plaqueadas em placas de 24 pocos, contendo uma laminula de
vidro em cada pogo, e apds 24h iniciou-se a marcagao. Primeiramente, amostras
de pVE’s do TA obeso ou do meio condicionado livre de pVE’s, foram diluidas
em PBS-1X para concentragéo proteica final de 25ug/Ml e volume final de 500pl.
As amostras foram entdo depositadas em tubos de ultracentrifuga e 3ul de
PKH26 (Sigma-Aldrich, EUA) foram adicionados em cada um deles. Um tubo
adicional contendo apenas PBS-1X mais 3ul de PKH26 foi utilizado como
controle da marcacdo. Apdés 3 minutos de incubacao, acrescentou-se em cada
tubo 1mL de PBS-1X suplementado com 5% de SFB livre de pVE’s. As amostras
foram entao preenchidas com DMEM e ultracentrifugadas a 110000g por 1h a
4°C para lavagem do excesso de marcagao. Apos este processo, o meio foi
retirado e o pellet final contendo cerca de 100ul foi utilizado para tratamento das

células. Macrofagos foram entdo tratadas com 25pl do respectivo grupo amostral
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marcado com PKH26. Apds 4 horas de tratamento, o meio foi retirado, os pocos
lavados com PBS-1X e as células fixadas em paraformoldeido 4%. As células
foram lavadas 2 vezes com PBS-1X e entdo incubadas com Hoechst (Sigma-
Aldrich, EUA) na diluicdo 1:2000 por 5 minutos no escuro. As células foram entao
lavadas por 3 vezes com PBS-1X e as laminas foram preparadas com meio de

montagem para visualizagdo em microscopio confocal Leica DMIGO00CS.

3.7 DOSAGEM DE CITOCINAS

As células foram plaqueadas em placas de 48 pocos nas densidades de
2x105 células por pogo. Apds 7 dias do plaqueamento os pogos foram lavados
com PBS-1X e um novo meio contendo os respectivos tratamentos foi
adicionado. Apods 24 do tratamento, o sobrenadante de cada poco foi retirado e
mantido a -80°C para posterior ensaio de ELISA. Foram utilizados 50ul de
amostras sem diluicdo, para dosagem através de ensaio imunoenzimatico de

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

3.8 DOSAGEM DE OXIDO NiTRICO

Para a dosagem indireta de NO, foi realizado o protocolo de reacédo de
Griess (GREEN ET AL., 1981). As amostras foram distribuidas em placas de
cultura de 96 pogos. A curva padrdo foi realizada como solugdo NO2 (200uM)
em diluicées seriadas de 1:2. Foram adicionados 100uL da solugao de Griess
(v/iv de 0,1% NEED e 1% SULFANAMIDA), seguindo-se incubacédo por 5
minutos, a temperatura ambiente. A leitura da absorbancia foi realizada em

espectofotdbmetro de placa, em 540nm.

3.9 EXPRESSAO GENICA POR RT-QPCR

As células foram plaqueadas em placas de 48 pogos nas densidades de
2x10° células por poco. Apods 7 dias do plagueamento, os pogos foram lavados
com PBS-1X e um novo meio contendo os respectivos tratamentos foi
adicionado. Apds 24h de tratamento, os pogos foram lavados 2 vezes com PBS-

1X. A extragcao de RNA foi realizada por Kit para extracao e purificacdo de RNA
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com colunas, de acordo com especificagdes do fabricante. As amostras foram
armazenadas a -80°C. Posteriormente, a quantidade e qualidade de RNA foi
estimada através do espectrofotometro (NanoDrop 2000, Thermo Fisher
Scientific, EUA). Para a sintese de cDNA, utilizamos o kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific, EUA) e apds seguir o protocolo
de acordo com o fabricante os tubos contendo cDNA foram armazenados a -
20°C. Apos a sintese do cDNA, realizou-se a PCR. As reacgdes foram feitas no
volume final de 10pL, dos quais 2uL da mostra cDNA e 8L da solugao contendo
5uL Syber Green Master Mix (Applied Biosystems), iniciadores senso (0,2uL) e
anti-senso (0,2uL) de cada gene, na concentragao de 10uM e agua extra pura
(2,1yL). O ensaio de PCR em tempo real foi realizado através do equipamento
Step One Plus Real-time RT-PCR System. As sequéncias dos iniciadores

utilizados estao descritas na Tabela 2.

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

CTalvo e do CTreferéncia endégena é denominada AACH.

Gene Foward Reverse
ARG-1 ACGGAAGAATCAGCCTGGTG GTCCACGTCTCTCAAGCCAA
CCL-2 AGCAGCAAGTGTCCCAAGA GGTGTCTGGGGAAAGCTAGG
IL-1B8 TCGCCAGTGAAATGATGGCT AGATTCGTAGCTGGATGCCG
STAT-6 CCGAGGTGAGGGGTTGC ACTAGCCAAGTTGCAGCAGAA
TNF-a GACAAGCCTGTAGCCCATGT GGAGGTTGACCTTGGTCTGG
IL-6 CCACCGGGAACGAAAGAGAA GAGAAGGCAACTGGACCGAA

Tabela 2. Sequéncia dos primers controle e de interesse
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3.10 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad
Prism 7.0 (GraphPad Software). Para verificagao de significAncia estatistica dos
experimentos com mais de dois grupos experimentais e variaveis, foi utilizado o
teste OneWay ANOVA seguida de pods teste de Bonferroni. Para as analises
estatisticas dos experimentos com mais de dois grupos experimentais e mais de
uma variavel foi aplicado TwoWay ANOVA seguido dos pés-teste de Bonferroni.
Em todas as analises foram considerados significativos somente aqueles
resultados que apresentaram p<0,05, com intervalo de confianca de 95%. Os

dados foram mostrados como média * erro padrao.

4. RESULTADOS

4.1 OBTENGAO DE PEQUENAS VESICULAS EXTRACELULARES DO
TECIDO ADIPOSO

Para obtencao das pVEs, amostras de TA foram coletadas de voluntarios
com obesidade (n=8) submetidos a cirurgia bariatrica e voluntarios em eutrofia
submetidos a cirurgias abdominais (n=2). Os individuos obesos apresentavam
IMC médio de 42,65, sendo majoritariamente do sexo feminino e idade média de
46 anos. Enquanto os voluntarios eutroficos tinham IMC médio de 18,90, sexo

masculino e idade média de 55 anos.

Grupo (N) Idade (média) IMC (média) SEXO
Obeso (8) 46 42,65 FeM
Eutréfico (2) 55 22,9 M

Tabela 3. Parametros dos voluntarios incluidos no estudo. IMC: indice de massa corporal,

F: feminino, M: masculino. Valores representam a média.

4.2 CARACTERIZAGAO DE PEQUENAS VESICULAS
EXTRACELULARES DO TECIDO ADIPOSO

As pVEs foram isoladas utilizando o método de ultracentrifugacao,
conforme descrito previamente. Posteriormente, elas foram caracterizadas em
termos de tamanho por meio de analises utilizando o Zetasizer. Os resultados
indicaram que o didametro médio das particulas isoladas do tecido adiposo foi de
268 nm. (Figura 8).
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Figura 8. Distribuicdo do tamanho das pVEs derivadas do tecido adiposo. Grafico da

distribuicdo do tamanho das particulas encontradas nas amostras de pVEs do tecido adiposo.

Seguindo na caracterizagédo das pVEs, realizamos uma analise detalhada
utilizando microscopia eletronica. As imagens obtidas revelam vesiculas isoladas
do tecido adiposo obeso com um didmetro aproximado de 100 nm, permitindo a
observacdo de suas caracteristicas morfolégicas e estruturais especificas.
(Figura 9).

Figura 9. Microscopia eletronica de pequenas vesiculas extracelulares isoladas de TA

obeso. 100 nm.

Por fim observamos a incorporagao das pVEs pelos macréfagos. Para

isso, foi utilizado o marcador lipofilico PKH26 para corar as pVEs do TA obeso e

aquisicao de imagens em microscopio confocal. Apds 4 horas do tratamento com

estas vesiculas, é possivel observar que o macrofago foi capaz de internaliza-
las (Figura 10).
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Figura 10. Internalizacao de VEs do TA obeso pelo macréfago. Apds 4 horas de tratamento
das células a internalizagdo das VEs previamente coradas com PKH 26 (em verde) foi analisada
através de microscopia confocal. O nucleo celular foi corado com Hoechst (em azul) e a actina

com Faloidina (em vermelho). Imagens representativa de 1 experimento.

4.3 PEQUENAS VESICULAS EXTRACELULARES DO TECIDO
ADIPOSO OBESO TRANSPORTAM PREDOMINANTEMENTE CITOCINAS
INFLAMATORIAS.

ApOs a caracterizagdo das pVEs, investigamos se elas seriam capazes de
transportar niveis significativos de mediadores inflamatérios, tendo a capacidade
de carregar citocinas para outros 6rgaos e tecidos, potencialmente amplificando
a resposta inflamatoéria sistémica frequentemente observada em individuos
obesos. Foi realizada analise através da dosagem de mediadores associados a
vias de alteragbes metabdlicas bem descritas na literatura. Avaliamos os niveis
de: IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, TGF-B, TNF-a e MCP-1, a partir do sobrenadante de
pVEs TA obeso (25ug/mL) que foram plaqueados em meio condicionado sem

células por 24h.

Nao foi encontrado niveis elevados do mediador classico IL-1, que € bem
descrito na literatura por sua participagao em vias metabdlicas e imunoldgicas
importantes. No entanto, é possivel observar distingdes em outros mediadores,
como IL-8, MCP-1 e TGF-B, sugerindo que esses podem ter um papel central na

perpetuacdo da inflamagao e no impacto potencial na homeostase sistémica,
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incluindo resisténcia a insulina. Além disso, confirmamos a baixa concentragao
de mediadores como IL-10 e TNF-a, o que reforgca o cenario de inflamacéao

cronica observado.
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Figura 11. Analise da capacidade de pequenas vesiculas extracelulares derivadas do
tecido adiposo obesogénico transportarem mediadores inflamatérios. pVEs do tecido
adiposo de individuos obesos (25 pug/mL) foram incubadas em meio condicionado sem células
por 24 horas. Apos esse periodo, o sobrenadante foi coletado e os niveis dos mediadores
inflamatérios foram analisados através dos niveis de concentracdo de: IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10,
TGF-B, TNF-a e MCP-1.

4.4 PEQUENAS VESICULAS EXTRACELULARES DE INDIVIDUOS
COM OBESIDADE PODEM ESTAR ASSOCIADAS AO ESTADO
INFLAMATORIO E DE ESTRESSE OXIDATIVO CARACTERISTICOS DA
OBESIDADE.

Com base na analise anterior, que mostrou que as pVEs derivadas do TA
obesogénico possivelmente podem transportar citocinas para outros érgaos e
tecidos, potencialmente amplificando a resposta inflamatéria sistémica em
individuos obesos, investigamos também os niveis de 6xido nitrico (NO) nessas
vesiculas. Consideramos que o aumento de NO pode estar associado as
caracteristicas inflamatérias da obesidade, reforgando a ideia de que esse
aumento ndo é casual, sugerindo que o NO pode servir como um marcador de
inflamacéo ou estresse metabdlico nas vesiculas extracelulares associadas a

obesidade.
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Figura 12. Analise dos niveis de NO em pequenas vesiculas extracelulares derivadas do
tecido adiposo obesogénico. pVEs do tecido adiposo de individuos obesos (25 ug/mL) foram
incubadas em meio condicionado sem células por 24 horas. Apds esse periodo, o sobrenadante

foi coletado e os niveis de NO foram analisados através dos niveis de concentragio.

Sabendo que NO é um mediador crucial na resposta inflamatdria e no
estresse metabdlico, investigamos como macréfagos com diferentes fendtipos —
MO (n&o polarizado), M1 e M2 — respondem ao tratamento com pVEs derivadas
do TA obesogénico. O grafico demonstra que os macrofagos MO apresentam um
aumento significativo nos niveis de NO quando tratados com pVEs do TA
obesogénico, ao passo que nao observamos alteragdes semelhantes nos

macrofagos M1 e M2.
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Figura 13. Efeito das pVEs do TA obesogénico na produgdo de oxido nitrico em
macroéfagos de diferentes fenétipos. Macréfagos nao polarizados (MQ) e M1, foram tratados
com 25ug/mL de pVE’s TA individuos com obesidade. Macréfagos fenétipo M2 foram tratados
com 25ug/mL pVE'’s TA individuos com obesidade e 25ug/mL pVE'’s TA individuos eutrofia. Apds

24h o sobrenadante foi recolhido e os niveis de NO foram analisados através dos niveis de
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concentragao. Como controle (NT) utilizamos células néo tratadas. * P< 0,05 comparando-se aos

respectivos grupos.

4.5 VESICULAS EXTRACELULARES DO TECIDO ADIPOSO OBESO
POTENCIALIZAM A RESPOSTA IMUNOLOGICA EM MACROFAGOS DE
DIFERENTES FENOTIPOS

ApOs a caracterizagdo das pVEs, investigamos sua capacidade de
influenciar a plasticidade e alteragao do fenoétipo dos macréfagos MJ, M1 e M2.
Para isso, analisamos a dosagem de mediadores associados a vias
imunometabdlicas bem descritas na literatura, incluindo IL-18, IL-6, IL-8, IL-10,
TGF-B, TNF-a e MCP-1, no sobrenadante de células nao tratadas, tratadas com

pVEs do tecido adiposo obesogénico e do tecido adiposo eutroéfico.

Como evidenciado anteriormente, as pVEs do tecido adiposo carregam
niveis consideraveis de mediadores (FIGURA 14 A, E e F). Ao comparar os
macrofagos tratados com pVEs do tecido adiposo de individuos obesos com
aqueles tratados com pVEs de individuos eutréficos, observamos que as pVEs
do tecido adiposo possuem diferentes perfis de mediadores dependendo de sua

origem

Macréfagos Nao-Polarizados (MJ): A estimulagdo com pVEs do TA de
individuos obesos resultou em um aumento significativo nas interleucinas 1L-1,
IL-6, IL-10 e TNF-a em comparagdo com o controle negativo (NT) (FIGURA 14
A, B, D e F), sustentando a hipétese de que as pVEs influenciam a plasticidade
dos macréfagos. Macrofagos Polarizados M1: A estimulagdo com pVESs do tecido
adiposo de individuos obesos promoveu um aumento significativo na citocina
TNF (FIGURA 14F) em comparagado com o controle negativo (NT). Macrofagos
Polarizados M2: A estimulagdo com pVEs do TA de individuos eutréficos levou a
um aumento significativo na interleucina IL-6 em comparagéo com os controles
nao tratados (NT) e macréfagos M2 tratados com pVEs de TA de individuos
obesos e eutréficos (FIGURA 14 B), e aumento significativo da interleucina IL-10
em relacdo ao macréfago M2 estimulados com pVEs TA de individuos obesos
com controle negativo (NT) (FIGURA 14 D), reforcando a hipétese de que as

pVEs influenciam a plasticidade dos macréfagos.
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Figura 14. Efeito das pVEs do TA obesogénico e eutréfico no imunometabolismo de
macroéfagos de diferentes fenétipos. Macréfagos néo polarizados (MQJ) e M1, foram tratados
com 25ug/mL de pVE’s TA individuos com obesidade. Macroéfagos fenétipo M2 foram tratados
com 25ug/mL pVE'’s TA individuos com obesidade e 25ug/mL pVE'’s TA individuos eutrofia. Apos
24h o sobrenadante foi recolhido e os niveis dos mediadores inflamatérios foram analisados
através dos niveis de concentragéo de: IL-13, IL-6, IL-8, IL-10, TGF-B, TNF-a e MCP-1. *P< 0,05

comparando-se aos respectivos grupos.

4.6 VESICULAS EXTRACELULARES DO TECIDO ADIPOSO OBESO E
EUTROFICO POTENCIALIZAM A EXPRESSAO GENICA EM MACROFAGOS
FENOTIPOS M2.

Dado que as pVEs demonstraram a capacidade de modular a secrecao
de mediadores inflamatérios em macréfagos de diferentes fenétipos, buscamos
entender se biomoléculas secretadas pelo tecido adiposo obeso e eutréfico
poderiam também alterar a expressao génica em células-alvo. Assim, avaliamos
se o tratamento com pVEs do tecido adiposo poderia modificar a expressao
génica dos macrofagos fendétipo M2, verificando se as pVEs do tecido adiposo
obeso direcionariam esses macréfagos para uma expressao de genes
inflamatdrios ou se as pVEs do tecido adiposo eutrdéfico reforgariam o fendtipo

anti-inflamatério caracteristico do macrofago M2.
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Os resultados mostraram que as pVEs do tecido adiposo obeso

remodelaram significativamente a expressdo do gene CCL-2, um importante

mediador inflamatdrio, enquanto as VEs do tecido adiposo eutréfico aumentaram

a expressédo do gene IL-1B, sugerindo perfis distintos de regulagdo génica

dependendo da origem das pVEs (FIGURA 15 A e B).

>

1.0

0.5+

CCL-2
(expressao relativa)

0.0

* M2 NT

M2 + pVE OB

:|: M2 +pVE EUT
I :

C 2.0+

1.5+
1.0

0.5

ARG 1
(expressao relativa)

M2 NT

M2 + pVE OB
M2 + pVE EUT

0.0

STAT-6
(expresséo relativa)

0.0

1.0

0.5

. M2 NT

M2 + pVE OB
: M2 + pVE EUT
sesee
I E :

B 10-
. M2 NT
E 8- M2 + pVE OB
E M2 + pVE EUT
a2 64
o o
A uy
=0 4-
(]
e L]
5 .
S 2- Zh
essce
0
D 2.0+
M2 NT
— L]
g M2 + pVE OB
2 1.5 °
m M2 + pVE EUT
i o
S 1.0 sesee I
-0
0
o
% 0.5
2
0.0
2.0
M2 NT
2 M2 + pVE OB
1.5
M2 + pVE EUT

TNF- a
(expressio relativa)
o
1

2
(]
]

esese e

0.0

Figura 15. Efeito das VE’s do tecido adiposo de individuo com obesidade e eutréfico, na

expressdo genica de Macréfagos M2. Macrofagos perfil M2 foram tratados com pVE's TA

individuos com obesidade e eutrofico. Apds 24h os niveis relativos de transcritos dos genes: (A)
CCL-2; (B) IL-1B; (C) ARGH1; (D) IL-6; (E) STAT-6 e (F) TNF-a, foram analisados. GAPDH foi

usado como controle endégeno de todos os genes analisados. M2 NT: células nao tratadas; M2

+ pVE OB :Macréfagos tratados com 25ug/mL VE’s TA individuo com obesidade; M2 + pVE'’s
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EUT: Macrofagos tratados com 25ug/mLVE’s TA individuo eutréfico. * P< 0,05 comparando-se

aos respectivos grupos.

5. DISCUSSAO

Nosso trabalho busca entender o papel das pVEs do TA sobre macréfagos
humanos. Utilizando a dindmica da polarizagdo macrofagica, observamos que
esta é influenciada pelo microambiente e pode resultar em fenétipos mistos com
coexisténcia de perfis M1 e M2. A literatura sugere que, além das citocinas, as
pVE’s desempenham papéis criticos na modulagdo da homeostase metabdlica
e inflamatdria. Estudos demonstraram que macréfagos residentes no tecido
adiposo de camundongos magros contribuem para a homeostase dos tecidos ao
serem polarizados em direcdo ao fendtipo M2. No entanto, a obesidade leva a
um aumento do numero de macrofagos do tipo M1 residentes no TA, pro-
inflamatorios, resultando em disturbios metabdlicos associados a obesidade
(PAN ETAL., 2019).

Nossa pesquisa encontrou resultados que corroboram a literatura e a
hipétese de que pVE’s de TA de individuos com obesidade (pVE’s TA OB) e com
eutrofia (pVE’s TA EUT) séo capazes de alterar a plasticidade e fenétipo dos
macrofagos. Avaliando a secregdo de citocinas, macréfagos nao-polarizados
(M@), quando estimulados com pVE’s de TA OB, foram capazes de promover
significativamente o aumento das interleucinas IL-13 e IL-6 em comparagdo com
o controle negativo (NT). A IL-1B € uma importante citocina pré-inflamatéria que
atua principalmente através da indu¢cao de uma rede de citocinas, quimiocinas e
mediadores de pequenas moléculas, induzindo a produgao de IL-6 e em conjunto
promovem o aumento de IL-8. A expresséao de IL-8 ¢é influenciada por diversos
estimulos, principalmente que desencadeiam estresse celular, como, por
exemplo, producdo de ROS, privagdo de nutrientes, hipéxia e secrecao de
fatores pro-inflamatérios como por TNF-a, IL-1B ou infiltracdo de macrofagos
(COSTAETAL., 2013; PAN ET AL., 2019).

A expressdao do TNF-a esta aumentada no TA de individuos com
obesidade, sendo capaz de promover diversas desordens no metabolismo, como
a diminuicdo da absor¢cdo e armazenamento de acidos graxos, aumento da

producao de adipocinas proé-inflamatérias no TA e sangue periférico, como
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leptina e resistina, respectivamente, e diminuicado da producado de adiponectina
(MACHADO ET AL., 2022). Entre as citocinas imunomoduladoras desreguladas
na obesidade, a IL-6 € uma das citocinas mais frequentemente implicadas, uma
vez que os seus niveis circulantes elevados s&o consistentemente observados
em modelos de camundongos com obesidade e em humanos. Na inflamacéo
aguda, a IL-6 também é responsavel pela ativagdo de células T, infiltracdo
tecidual e manutengédo da memoéria (XU ET AL., 2017), e pode ter um papel
causal na producio de resisténcia a insulina, principalmente através da inducao
do regulador inibitorio, proteina supressora de sinalizagdo de citocinas 3
(SOCS3) no figado. Entretanto, outros estudos demonstraram que
camundongos deficientes em IL-6 sdo suscetiveis a resisténcia a insulina e ao
diabetes tipo 2 (MAUER ET AL., 2014).

O estudo de MAUER ET AL., 2014 investigou diretamente a sinalizacao
da IL-6 nos macréfagos, uma vez que essas células sdo mediadores centrais da
inflamacdo associada a obesidade, e descobriu que a IL-6 preparou os
macrofagos para a polarizagdo M2 dependente de IL-4, induzindo a expressao
do receptor para IL-4 (IL-4R). Em camundongos com inativagao condicional do
gene que codifica a cadeia IL-6Ra do receptor para IL-6 (IL-6RA) em células
mieloides, observaram maior propensdo ao desenvolvimento de inflamagao
induzida pela obesidade e intolerancia a glicose, bem como resposta exagerada
a endotoxemia induzida por LPS. Indicando IL-6 como reguladora da ativagao
alternativa de macréfagos durante condigdes inflamatdrias como
obesidade(MAUER ET AL., 2014).

Dados encontrados pelo mesmo estudo vao de encontro com os
resultados encontrados na nossa pesquisa, onde macréfagos polarizados para
um fendtipo M2 aos serem tratados com pVE’s TA EUT foram capazes de
promover significativamente o aumento da interleucina IL-6 em comparagao com
o controle, Nao tratado (NT) e com Macréfagos M2 tratados com pVE’s TA de
individuos com obesidade. Quando analisadas isoladamente sem serem
cultivadas em cultura com células, as pVE’s TA OB demonstraram tendéncias
nos trés fenoétipos M@, M1e M2, quando comparadas com seu grupo controle
(macréfagos pVE’s de TA), mas as seguintes citocinas obtiveram diferenga
significativas: IL-18, IL-6, IL-8, TNF-a, IL-10 e MCP-1.
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Um resultado notavel da pesquisa vai ao encontro da literatura, que afirma
que pequenas vesiculas extracelulares derivadas de células sao capazes de
transferir informagdes como miRNAs, mRNAs e proteinas ndo apenas de
maneira paracrina (entre células da mesma origem) como também de maneira
endodcrina (para células-alvo distantes) (X. YU ET AL., 2016), nos dados
encontrados podemos observar que citocinas sao acondicionadas e secretadas
via pVEs .O fato de que grande parte das citocinas séo secretadas diretamente
pela célula, sugere que estas citocinas acondicionadas pelas pVEs sejam
destinadas a sinalizacdo em locais distantes (LOPEZ-CASTEJON & BROUGH,
2011). E desconhecido como se d4 esse processo de empacotamento e
secrecao e se a obesidade afeta a interagao ligante-receptor especifica pelas
células receptoras, e como ela medeia a captagcdo e a adesdo das pVEs
derivadas de adipdcitos.(KWAN ET AL., 2021)

Macrofagos de fendtipo M2 participam da remodelagao tecidual,
regulacdo do ambiente tumoral, reacdes de hipersensibilidade e regulacao da
imunidade. Produzem citocinas complexas e possuem varias fungdes, podendo
ser divididos em subtipos: M2a, M2b, M2c e M2d, com base no subconjunto
ativado alternativamente, células supressoras derivadas de mieloides,
macrofagos pro-fibréticos (M2a) e TAMs. Atualmente, € muito abordado na
literatura o papel dos miRNAs na polarizagdo dos macréfagos e as pVEs estao
sendo destacadas como importantes transportadores de sinalizacdo de miRNA.
Estudos demonstram que as pVEs derivados de adipdcitos de pacientes obesos
carregam niveis elevados de miRNAs especificos, como: miR-223 que induz a
polarizacdo do macrofago M2 por meio da alteragcéo da glicdlise, e miR-34a que
em contraste suprime a polarizagdo do macréfago M2 ao reprimir o fator 4
semelhante a Kruppel (KLF4) que leva a inflamagdo adiposa induzida pela
obesidade. Por outro lado, o miR-124-3p pVE’s derivado de células-tronco
mesenquimais (MSC) pode promover a polarizagcdo de macréfagos M2. E ha a
possibilidade de as pVE'’s derivadas de macréfagos exercerem seus efeitos
biolégicos através de miRNAs .(KWAN ET AL., 2021; C. WANG ET AL., 2021)

Estes dados reforcam os efeitos dos miRNAs das pVEs na polarizagao
dos macréfagos e nos leva a refletir que a presencga destes em pVEs tanto em

individuos eutréficos com em obesos, devem se diferenciar em questao de
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quantidade ou a forma como € expressa. Essa hipotese justificaria o dado
encontrado no nosso estudo em que as pVEs de TA de individuos eutréficos néo
reforgcaram um perfil anti-inflamatério em macréfagos de fenétipo M2, visto que
ja € bem descrito na literatura de que em individuos eutroficos se predomina
TAMs de fendtipo M2, devido a baixa predominancia de mediadores inflamatorios
no TA.

Reforcando a ideia de que a condicdo do TA, sendo de um individuo
eutrofico ou obeso, reflete em diferentes impactos das pVEs de TA nas células
receptora, estudos demonstraram que, em condicbes obesas, 0s niveis de
proteina da proteina quimioatraente de monécitos CCL-2, interleucina-6 e fator
inibitério da migracado de macrofagos (MIF) sdo maiores quando comparados ao
TA de individuos eutroficos. A quimiocina CCL2, é um importante fator soluvel na
conducao da infiltragcdo monocitica de tecidos durante processos inflamatérios,
frequentemente considerada caracteristica da resposta Th2/M2. (CARSON ET
AL., 2017; R. LI ET AL., 2022)

A literatura demonstra que o bloqueio de CCL2 diminui a produgao de
citocinas Th2 em modelos animais de infeccdo, e a produgdo de CCL2
frequentemente promove a producdo de citocinas do tipo Th2 como IL-4
(CARSON ET AL., 2017). A CCL2 também foi implicada em casos de ativacao
cronica do tipo M1, como observado em macréfagos do tecido adiposo de
pacientes com diabetes tipo 2 (MEIJER ET AL., 2011). Nao tendo uma condugao
de respostas imunes especificas de citocinas e na polarizagdo de macréfagos,
observamos que o macréfago com fendtipo M2 ao ser tratado com pVE’s TA
individuo com obesidade diminui significativamente a expressdo de CCL-2
podendo induzi-lo para um perfil M1 ou M2a. Quando avaliando a expressao de
IL-18, percebemos que pVE’s TA individuo com eutrofia induz o macréfago com

fendtipo M2 a um possivel perfil M2b.

Embora estudos como o do autor Kwan et al., 2021 afirmem que os
conteudos das pVEs derivadas de TA sao diferentes em individuos obesos e
eutroficos, nosso estudo acrescenta a necessidade de investigar a composi¢éo
dessas vesiculas pois acreditamos que a diferenca da resposta da célula

receptora também esta relacionada a quantidade de diferentes moléculas. Visto
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que o mecanismo responsavel pela liberacdo de conteudo dessas pVEs para o

citosol das células receptoras para sinalizagdo ainda nao foi bem elucidado.

Entender como ocorre a entrega da carga das pVEs ao citosol da célula
receptora apos serem ou nao internalizados por meio de fagocitose, endocitose
ou fusdo de membrana se torna necessario para compreender como se da essa
interacdo entre ligantes e receptores celulares que desencadeiam cascatas de
sinalizagao intracelular. Uma vez que é desconhecido como a obesidade afeta a
internalizacao das pVEs nas células receptoras ou na interacéo direta proteina-
proteina. No ambiente do TA de individuos com obesidade, a propriedade
biofisica da membrana das células receptoras pode ser alterada, o que pode
afetar o processo de captacéo pelas células receptoras. O que nos leva a refletir
se esta e as demais condigbes provocadas pela patologia sdo os protagonistas
e influenciadores do ambiente tecidual ou se as préprias pVEs que predispde

essas condicdes e alteracbes do meio.

6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstram que as pVEs derivadas do TA obeso
exercem um papel crucial na modulagdo imunolégica, influenciando tanto a
secrecdo de mediadores inflamatorios quanto a plasticidade e expressao génica
de macrofagos. Observamos que as pVEs do TA obesogénico carregam niveis
elevados de citocinas pro-inflamatérias, como IL-8, MCP-1 e TGF-[3, além de NO,
sugerindo seu envolvimento na amplificacdo da resposta inflamatéria sistémica
em individuos obesos. Esse perfil inflamatério foi reforgado pelos efeitos distintos
das pVEs sobre os diferentes fendtipos de macréfagos, especialmente nos
macréfagos MJ e M1, que apresentaram aumento significativo de citocinas

inflamatdrias apos tratamento com pVEs de individuos obesos.

Adicionalmente, observamos que as pVEs de TA obeso transformaram
significativamente a expressao de genes inflamatérios, como CCL-2, enquanto
as pVEs de TA eutréfico modulam a expressao de genes como IL-1p3, sugerindo
que a origem das pVEs é determinante na regulagdo génica e na modulagéo

fenotipica dos macréfagos.
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Esses achados indicam que as pVEs do TA obeso podem desempenhar
um papel central na perpetuacao da inflamacgao crénica associada a obesidade
e suas complicagdes, como resisténcia a insulina. Portanto, a compreensao do
papel das pVEs na obesidade, a identificacdo do seu conteudo, bem como
possiveis mecanismos de acao, se torna essencial para uma visao aprofundada
dos resultados da obesidade, possibilitando correlacionar seus efeitos e seu
potencial como alvos terapéuticos na intervencédo de doengas metabdlicas

relacionadas a inflamacéo sistémica.
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