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RESUMO

ANDRADE, Isadora Ramos de. Papel do tecido adiposo de individuos obesos
sobre células tumorais de mama. 2018. 93 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

A obesidade é uma doenca multifatorial caracterizada por um quadro de metainflamacao
sustentado pelo tecido adiposo (TA). A mesma se constitui em um grande problema de salde
publica pelo seu impacto nos cofres publicos e principalmente por sua associacdo com diversas
doencas, incluindo o cancer. Evidéncias mostram que a obesidade estd ligada a um pior
progndstico e um risco aumentado de morte em mulheres com cancer de mama. Com 0 objetivo
de estudar os efeitos da obesidade sobre o desenvolvimento e progresséo tumoral, investigamos
a influéncia de fatores secretados pelo TA sobre células de adenocarcinoma mamario humano.
Para tanto, as células MCF-7 e MDA-MB-231 foram estimuladas, in vitro, com o meio
condicionado (MC) ou com a fracdo de vesiculas extracelulares (MPs) secretados por TAs
obtidos, respectivamente, de individuos obesos ou eutréficos durante cirurgia bariatrica ou
plastica, avaliando-se as altera¢gfes induzidas sobre a homeostasia e funcado dessas células,
além dos mecanismos e vias de sinalizacdo envolvidos. Para tanto, as células MCF-7 e MDA-
MB-231 foram estimuladas durante 24h com 20% (v/v) de MC ou com MPs (20 pg/ml) derivadas
de individuos obesos ou eutroficos. O ensaio de proliferagdo celular foi avaliado pelo método
MTT, na presenca ou auséncia do inibidor da via MAPK/ERK (PD98059); a migracdo celular foi
avaliada através do método de wound healing e a invasao celular por migracéo através do uso
de insertos porosos do tipo transwell (revestido com gelatina 1%), ambos na presenca ou
auséncia do inibidor da via PI3K/AKT (LY294002). A expressao de ERK e AKT nas células MCF-
7 e MDA-MB-231 e a expressao de MMP-2 e MMP-9 nas MPs foram analisadas por Western
Blotting. A expressdao de RNAm para MMP-9 foi avaliada por PCR em tempo real; a atividade
proteolitica de MMP-2 e 9 presentes nas MPs foi avaliada por zimografia. Para os ensaios de
tubulogénese em Matrigel, as células endoteliais (HMEC-1) foram incubadas com o
sobrenadante de células MDA-MB-231 sem tratamento ou previamente tratadas com o MC
derivado do TA obeso. Nossos resultados mostraram que em comparagédo ao TA magro, o MC e
as MPs oriundos do TA obeso induziram aumento na proliferacdo das células MCF-7, sem
alterd-la nas células MDA-MB-231. Por outro lado, o MC e as MPs do TA obeso aumentaram a
migracdo e invasividade das células MDA-MB-231. Além disso, observamos que as MPs
liberadas pelo TA obeso aumentaram a fosforilagdo de ERK nas células MCF-7, enquanto
aumentaram a fosforilagcdo de AKT nas células MDA-MB-231. O inibidor de MAPK/ERK diminuiu
a proliferacdo das células MCF-7, enquanto o inibidor da PI3K/AKT diminuiu tanto a migracao
guanto a invasao das células MDA-MB-231. Adicionalmente, observamos que o tratamento das
células HMEC-1 com o sobrenadante das células MDA-MB-231 previamente tratadas com o MC
do TA obeso apresentaram maior capacidade tubulogénica em comparacdo ao tratamento do
MC do TA magro. Este efeito ndo foi observado quando as células HMEC-1 foram tratadas
diretamente com o0 MC oriundo do TA obeso. Observamos ainda que as MPs liberadas pelo TA
obeso séo enriquecidas em MMP-2 e MMP-9 bioativas, corroborando o aumento da capacidade
invasiva dessas células no ambiete obeso. Em conjunto, nossos resultados indicam que o
microambiente do TA obeso influencia funcdes celulares prioritarias para a progressao do cancer
de mama, aumentando a malignidade das céluals tumorais através da secrecdo pelo TA de
moléculas e de MPs com atividades pro-tumorais.

Palavras-chave: Obesidade. Tecido adiposo. Microparticulas. Cancer de mama.



ABSTRACT

ANDRADE, Isadora Ramos de. Role of adipose tissue from obese subjects on
breast tumor cells. 2018. 93 f. Dissertacao (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2018.

Obesity is a multifactorial disease characterized by a meta-inflammation sustained by
the adipose tissue (TA). It constitutes a major public health problem because of its impact on
public coffers and especially because of its association with several diseases, including cancer.
Evidences show that obesity is linked to a worse prognosis and an increased risk of death in
women with breast cancer. In order to evaluate the influence of adipose tissue (AT) on tumor
cells, we stimulated, in vitro, human mammary adenocarcinoma cells (MCF-7 and MDA-MB-231)
with conditioned medium (CM) or extracellular vesicle fraction (MPs) secreted by AT derived from
obese or lean individuals, which were obtained during bariatric or plastic surgery, respectively.
Our objective was to investigate the effects of secretion from obese AT on breast cancer cells, as
well as the mechanisms and signaling pathways behind them. MCF-7 and MDA-MB-231 cells
were stimulated for 24 h with 20% (V/V) MC or MPs (20 ug/ml) derived from obese or lean
individuals; the cell proliferation assay was evaluated by the MTT method in the presence or
absence of the MAPK/ERK pathway inhibitor (PD98059); cell migration was performed by the
wound healing method and cell invasion by transwell migration (coated with 1% gelatin), both in
the presence or absence of the PI3K/AKT pathway inhibitor (LY294002); ERK and AKT
expression (in MCF-7 and MDA-MB-231 cells) and expression of MMP-2 and 9 (in MPs) were
evaluated by Western blotting; for the Matrigel tubulogenesis assays, endothelial cells (HMEC-1)
were incubated with the culture supernatant from untreated MDA-MB-231 cells or MDA-MB-231
cells previously treated with the CM derived from the obese AT; MMP-9 mRNA expression was
evaluated by real-time PCR; the proteolytic activity of MMP-2 and 9 present in the MPs was
evaluated by zymography. Our results demonstrated that MC and MPs from obese AT increased
the proliferation of MCF-7 cells, without altering it in MDA-MB-231 cells. On the other hand, MC
and MPs from obese AT increased the migration and invasiveness of MDA-MB-231 cells. In
addition, we observed that both the CM and MPs released by obese AT increased ERK
phosphorylation in MCF-7 cells, while only MPs increased the phosphorylation of AKT in MDA-
MB-231 cells. The MAPK/ERK inhibitor decreased the proliferation of MCF-7 cells, whereas the
PI3K/AKT inhibitor decreased both migration and invasion of MDA-MB-231 cells. Additionally, we
observed that the treatment of the HMEC-1 cells with the supernatant from MDA-MB-231 cells
previously treated with the CM from the obese AT showed increased tubulogenic capacity. It is
important to note that this effect was not observed when HMEC-1 cells were treated with only the
CM from obese AT. Interestingly, the MPs released by obese AT were enriched in bioactives
MMP-2 and 9, possibly explaining the increase in the invasive capacity of these cells. Taken
together, our results indicate that the microenvironment of obese AT influences priority functions
for the progression of breast cancer, increasing the malignancy of the tumor cells through the
secretion by molecules and MPs from AT with pro-tumor activities.

Keywords: Obesity. Adipose tissue. Microparticles. Breast cancer.
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INTRODUCAO
Obesidade

Atualmente vivemos uma pandemia de obesidade que afeta milhdes de
homens e mulheres em todo o mundo. De acordo com a organizacdo mundial da
saude (OMS), a classificacdo do estado de obesidade é definida de acordo com o
indice de massa corporal (IMC), através do seguinte calculo: peso de uma pessoa
em quilogramas, dividido pelo quadrado da altura em metros (IMC = peso (kg)/
altura® (m)) (tabela 1). O resultado do célculo do IMC igual ou superior a 25, é
definido como sobrepeso, e igual ou superior a 30 caracteriza a obesidade (OMS,
2016).

Tabela 1 - Classificacdo do IMC

IMC (kg/m? Classificagdo
Abaixo de 18,5 Abaixo do Peso
185-249 Peso Normal
249-299 Sobrepeso
30-349 Obesidade grau |
35-399 Obesidade grau I
Maior ou igual a 40 Obesidade grau lll

Fonte: Adaptado de Organizagdo Mundial da Saude (2017).

A prevaléncia da obesidade aproximadamente triplicou nas dUltimas 4
décadas. No ano de 2016, mais de 1,9 bilhées de adultos apresentavam sobrepeso,
e desse numero mais de 650 milhdes eram obesos. Ou seja, cerca de 39% da
populacdo mundial com idade igual ou superior a 18 anos apresentavam sobrepeso
(39% de homens e 40% das mulheres) e 13% obesidade (11% dos homens e 15%
das mulheres) (Figuras 1 e 2, respectivamente) (OMS, 2016).

Além disso, ainda em 2016, 41 milhdes de criangcas menores de 5 anos de
idade e mais de 340 milhdes de criancas e adolescentes, com idades entre 5 a 19
anos apresentavam sobrepeso ou obesidade (OMS, 2016). O grande problema

associado a esse aumento alarmante se constitui do fato de que cerca de 70% das
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criangas/adolescentes obesos tendem a se tornarem adultos obesos (NICKLAS et

al., 2001). A maior prevaléncia de sobrepeso e obesidade acontece na regido das
Américas (61% de adultos acima do peso e 27% de adultos obesos), enquanto a

menor incidéncia acontece na regido Sudeste da Asia (22% e 5%, respectivamente).

Em todas as regides do mundo as mulheres apresentaram maior propensao ao

desenvolvimento da obesidade que os homens, podendo chegar até ao dobro da
incidéncia (OMS, 2016).

Figura 1 - Mapa da prevaléncia mundial da obesidade nos homens

® o0

l

Prevalence (%)
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] 10.0-19.9

[ 20.0-20.9

I =00 .

Prevaléncia da obesidade, idade > 18, 2016 (estimativa padronizada por idade) - Homens
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Fonte: Adaptado da Organizacdo Mundial da Saude, 2016
(http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_Obesity 2016 _Male.png).



16

Figura 2 - Mapa da prevaléncia mundial da obesidade nas mulheres

Prevaléncia da obesidade, idade > 18, 2016 (estimativa padronizada por idade) - Mulheres
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B =300 1
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Fonte: Adaptado de Organiza¢cdo Mundial da Saude, 2016
(http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global Obesity 2016 Female.png).

Obesidade e o indice de Mortalidade

O que antigamente era considerado um problema apenas de paises
desenvolvidos, ja atinge ha alguns anos paises de baixa e média renda,
principalmente em ambientes urbanos (BRAY e BOUCHARD, 2004). E importante
ressaltar, que o sobrepeso e a obesidade estéo relacionados a mais mortes em todo
o mundo do que o baixo peso (subnutricdo). Nos Estados Unidos, no ano de 2000,
15% das mortes foram atribuidas ao excesso de peso (MOKDAD et al., 2004).
Aproximadamente 2,8 milhdes de pessoas morrem por ano por consequéncias
relacionadas ao excesso de peso (OMS, 2016). Além disso, um outro fator
alarmante é o fato de o sobrepeso e obesidade diminuirem a expectativa da idade
média de vida em torno de 4 a 7 anos (PEETERS et al., 2013).


http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_Obesity_2016_Female.png
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Obesidade e o Custo Econdmico

Em junho de 2013, a Sociedade Médica Americana classificou a obesidade
como uma doenca, e hoje, ela é considerada como um dos problemas mais graves
de saude publica do século XXI, devido as inUmeras doencgas as quais encontra-se
associada (American Medical Association House of Delegates, 2013). Nos Estados
Unidos, estimativas do ano de 2005 indicaram que foram gastos com pacientes
homens obesos cerca de 1,152 délares por ano, e com mulheres obesas esse valor
foi maior que o dobro, custando cerca 3,613 dolares. Esses valores equivalem
aproximadamente um gasto de 190 bilhdes de ddlares por ano com despesas de
saude; cerca de 21% de todos os gastos com despesas médicas sdo relacionadas
ao tratamento da obesidade ou suas comorbidades associadas (CAWLEY e
MEYERHOEFER, 2012). No ano de 2011 o valor com as despesas médicas
aumentou para 270 bilhdes de délares, e a previsdo € que continue aumentando
drasticamente (Society of Actuaries, 2011).

Ja no Brasil, com o Sistema Unico de Salde (SUS), os gastos com a salde
publica relacionados ao excesso de peso/obesidade foram de aproximadamente 2,1
bilhdes anuais (dados baseados nos anos de 2008-2010). Os maiores custos de
atendimentos laboratorial e hospitalar, em ambos os sexos, foram devido a doencas
cardiovasculares (747 milhdes), seguido de neoplasias (299,8 milhdes), asma (34
milhdes), osteoartrite (3,9 milhdes) e diabetes tipo 2 (3,7 milhdes) (BAHIA et al,
2012). A previsdo é gue a incidéncia dessas doencas duplique até o ano de 2050,
consequentemente duplicando os custos da saude. Em 40 anos, seriam gastos 330
bilhdes, e caso houvesse uma reducao de 5% do IMC médio da populacdo, ocorreria
uma economia de cerca de 57 bilhdes de reais com relacdo a essa estimativa
(RTVELADZE, 2013).

Tecido Adiposo

Os mamiferos possuem dois tipos de tecido adiposo (TA), o branco e o
marrom, 0s quais além de terem diferentes funcbes, também apresentam

composicdo e localidades diferentes. Enquanto a TA branco é especializado no
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armazenamento de energia, e € um importante 6rgdo enddcrino envolvido
principalmente no controle da regulacdo do peso, o TA marrom € o principal tecido
regulador da termogénese em resposta a ingestéo de alimentos e ao frio (RAFOLS,
2014). Este apresenta um menor numero de células de gordura, porém possui
suprimentos vasculares mais ricos devido a abundéancia de mitocondrias presentes,
que também s&o as responsaveis pela coloracdo marrom (FONSECA-ALANIZ et al.,
2006; KIESS et al.,, 2008). Em seres humanos, na fase pdés-natal, esse tecido é
identificado em apenas algumas regiées do corpo como a cervical, supraclavicular,
axilar e paraventral (REDINGER et al., 2009).

O TA branco constitui o principal componente do TA do corpo, fornece a
maior parte da gordura corporal total, € a fonte de acidos graxos, e encontra-se
disperso por diversas partes do corpo (AHIMA e FLIER, 2000; FONSECA-ALANIZ et
al, 2007). Seus principais depdsitos viscerais sao na regido intra-abdominal, ao redor
do omento, intestinos e areas peri-renais, e nas regides subcutaneas das nadegas,
coxas a abdémen (GESTA et al.,, 2007). Representa a principal fonte de acidos
graxos no estado de jejum poés-prandial para a utilizacdo de energia e producao de
calor (REDINGER, 2009).

O TA é composto ndo s6 por adipdcitos maduros diferenciados, mas também
por diversos outros tipos celulares, que compdem a fracdo vascular do estroma.
Essa fracdo contém células endoteliais, células nervosas, células do sistema imune,
especialmente os mondcitos/macréfagos, linfécitos T e B, células dendriticas,
mastocitos, neutrofilos, eosindéfilos, pericitos, fibroblastos, miocitos, células-tronco
derivadas do proprio TA e os pré-adipocitos (WOZNIAK et al, 2009; RAFOLS, 2014;
EXLEY et al., 2014; VIEIRA-POTTER et al, 2014) (Figura 3).
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Figura 3 - Componentes do tecido adiposo
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Nota: Os adipdcitos sdo os principais componentes do tecido adiposo, e sdo cruciais para o
armazenamento de energia e atividade endécrina. Os outros tipos celulares que estao
presentes sdo células precursoras (incluindo os pré-adipdcitos), fibroblastos, células
vasculares e células do sistema imune, as quais juntas constituem a fragdo vascular estromal
do tecido adiposo. As células vasculares incluem tanto as células endoteliais como as células
musculares lisas vasculares, que estdo associadas aos principais vasos sanguineos. Os
vasos sanguineos no tecido adiposo sdo necessarios para o bom fluxo de nutrientes e
oxigénio para os adipdcitos, e sdo as vias condutoras que permitem a distribuicdo de
adipocinas. As células vasculares também secretam, e sdo sensiveis as proteinas secretadas
pelo tecido adiposo. Outros componentes do tecido adiposo ativos incluem macréfagos e
células T, que tém papéis principais na determinagdo do estado imune do tecido adiposo. Os
fibroblastos presentes na matriz extracelular fornecem suporte mecanico para o tecido. Os
fatores que sdo secretados pelas diferentes células componentes sao fundamentais para
manter a homeostase no tecido adiposo e o corpo.

Fonte: Adaptado de Ouchi, 2011

A transformacéo conceitual do TA de um 6rgdo passivo de armazenamento
de energia a um participante ativo da regulacdo hormonal da homeostase ocorreu
relativamente ha pouco tempo (TRAYHURN e BEATTIE, 2001). Em 1994, o TA foi
identificado como a fonte do horménio leptina, esta proteina foi encontrada como
sendo produto do gene obeso (Ob), o qual encontra-se mutado na forma murina e
em humanos na obesidade hereditaria. Tal achado abriu as portas para uma nova
era de pesquisas focadas na endocrinologia desse tecido (ZHANG et al., 1994).

Desde entdo, sabe-se que ele é responsavel pela sintese e secrecao de uma
série de peptideos bioativos, conhecidos como adipocinas, incluindo mais de 50
citocinas, quimiocinas, fatores semelhantes a hormdénios e outros mediadores, que

atuam tanto a nivel autdcrino/paracrino, quanto endocrino, podendo ser anti ou pro-
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inflamatérios (PROENCA et al., 2014) (Figura 4). As adipocinas participam na
regulacdo do metabolismo da glicose e lipidios, homeostase energética,
comportamento alimentar, sensibilidade a insulina, inflamacédo, imunidade, funcéo
vascular e adipogénese (ROMACHO et al., 2014).

Figura 4 - Processos metabdlicos e fisiologicos regulados pela secrecdo de

adipocinas pelo tecido adiposo branco
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Nota: O tecido adiposo tem um papel enddcrino muito importante para a homeostase.
Fonte: Adaptado de Esteve Rafols, 2014.

A gordura corporal e homeostase energética sdo asseguradas através do
processo de remodelamento da gordura, sem ganho excessivo de peso, ou perda
(REDINGER, 2009). Este processo €é controlado pelos neuropeptidios
hipotalamicos, que sdo o0s responsaveis pelo apetite e saciedade. O gasto
energético é regulado pelos sistemas nervosos central e autbnomo, que atingem a
homeostase energética equilibrada, dependendo das necessidades fisiologicas
(SPIEGELMAN e FLIER, 2001). As condi¢cdes de maior gasto energético determinam
a lipdlise do TA branco, e consequentemente o aumento da liberacdo de acidos
graxos, enquanto que, quanto menor o gasto energético, ocorre um armazenamento

dessa gordura.
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Globalmente, vivemos em uma Era em que as pessoas vém adotando habitos
de vida que propiciam a obesidade. Desde a Revolugdo Industrial, com o
crescimento econdmico, desenvolvimento e avancgo tecnoldgico, pode-se dizer que
houve um efeito perturbador e negativo sobre a saude. O aumento na ingestdo de
alimentos com alta densidade energética, que possuem grande quantidade de
gordura saturada, atrelados a diminuicdo ou até mesmo nenhuma pratica de
atividades fisicas estdo diretamente relacionados ao aumento do indice de
obesidade (OMS, 2016). Este quadro de modernidade esta fortemente relacionado
com o0 aumento das taxas de obesidade na infancia, o que futuramente acarretara
obesidade, também, na vida adulta (BALOG, 2015).

Inflamacdo Cronica de Baixo Grau do Tecido Adiposo

Uma das marcas principais da obesidade é a expansdo do TA, devido a
hiperplasia e hipertrofia dos adipocitos. Seu aumento impacta em doencas ligadas
ao excesso de peso, como por exemplo disfuncdes psicossociais, apneia do sono,
estigma e osteoartrite (BRAY, 2004). A hipertrofia dos adipdcitos também gera uma
mudanca na secrecdo dos adipdcitos para um perfil pro-inflamatério (UNGER et al.,
2010). A fim de atenuar a toxicidade, &cidos graxos livres sdo esterificados em
glicerol, produzindo triacilglicerol inerte, cujo excesso resulta na hipertrofia dos
adipécitos (GUH et al., 2009). No entanto, na obesidade, 0 excesso de acidos
graxos produzidos por adipdcitos disfuncionais rompe membranas celulares de
células adjacentes, resultando no estresse do reticulo endoplasmatico e dano
mitocondrial (UNGER et al., 2010). Os acidos graxos livres também podem atuar
estimulando a atividade de inflamossomas presentes nos macroéfagos e nos
monaocitos, que podem desencadear a cascata de ativagdo do fator nuclear k B,
(NFkB) (WEN et al., 2011), o qual esta diretamente relacionado com a transcri¢cao de
citocinas inflamatérias, como o fator de necrose tumoral (TNF-a), IL-6, IL-1,
prostaglandina 2 (PGE2) (GHOSH et al.,, 1998; FAIN, 2006; HAYDEN e GOSH,
2008). O palmitato, por exemplo, pode aumentar a atividade de receptores do tipo
toll-like, como o receptor toll-like 4 (GLASS e OLEFSKY, 2012), também podendo

levar ao estimulo da translocagdo de NFkB.
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A hipertrofia dos adipécitos pode levar a sua morte, gerando a liberagdo de
conteuldo celular no espaco extracelular (CINTI et al., 2005; DALMAS et al., 2011),
pode também, resultar em hipdxia, que pode ser causada devido a limitacdo fisica
dos vasos sanguineos presentes no TA, responsaveis pelo suprimento desses
grandes adipécitos (YE, 2009). Esta, por sua vez, esta associada a um aumento na
expressao do fator indutor da hipoxia (HIF-1a) por esses adipdcitos, cujo aumento
esta associado a inibicdo da sintese de adiponectina e do ativador do plasminogénio
(PAI-1) (CHEN et al., 2006), inducédo do aumento da producao de leptina, expressao
de metaloproteinases 2 e 9 (MMP-2 e 9) e do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) (LOLMEDE et al., 2003; Ye, 2007; HOSOGAI et al., 2007; WANG
et al., 2007, HURSTING e BERGER, 2010; BONOMINI et al., 2015). Além disso,
pode levar ao aumento dos niveis de proteinas quimiotaticas de mondcitos (MCP1),
exacerbando o recrutamento de macréfagos para o TA obeso. A infiltracdo dessas
células tanto nos depositos de TA subcutdneo, quanto visceral, ao redor de
adipécitos moribundos formam estruturas conhecidas como “estruturas em forma de
coroa” (CANCELLO et al., 2005; OLEFSKY e GLASS, 2010) (Figura 5). A secrecéo
de quantidades aumentadas de adipocinas pro-inflamatorias pelos adip6citos
hipertrofiados, como a MCP-1, TNF-q, IL-6, IL-8, PAI-1 e leptina (OUCHI et al., 2011)
levam ndo s6 a infiltragcdo de macrofagos, mas também linfécitos e células do
estroma, alterando significativamente o microambiente do TA. Células inflamatdrias,
principalmente os macréfagos, podem compreender até 50% das células presentes
no tecido adiposo de individuos obesos, quando normalmente constituem cerca de
5-10% das células presentes no TA de individuos eutréficos (WEISBERG et al.,
2003). Essa infiltracdo macica dos macréfagos no TA leva ao quadro de inflamacéo
cronica, que ndao s6 modifica 0 metabolismo local, como também influencia na
homeostase energética sistémica (BERG e SCHERER, 2005; KANDA et al., 2006;
MAURY et al., 2007; SIMPSON, 2013).

De acordo com os dados da literatura vistos anteriormente, noSso grupo
demonstrou in vitro que o tecido adiposo de individuos obesos apresenta aumento
nos niveis de adipocinas em comparacdo com o teido adiposo de individuos
saudaveis. Apos 24 h de incubacdo, o meio condicionado derivado de explantes de
tecido adiposo omental liberou quantidades aumentadas de TNF-qa, leptina, IL-10,

VEGF, MIP1-a, enquanto ndo foram observadas diferengas para MCP-1 e IL-6,
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quando comparadas ao tecido adiposo subcutdaneo de individuos saudaveis
(RENOVATO-MARTINS et al., 2017).

Obesidade e Doencas Associadas

Na obesidade, devido ao quadro de inflamacao crénica, os adipdcitos e as
células do sistema imune presentes no TA secretam diversos mediadores
inflamatorios, como por exemplo, MCP-1 (CCL-2), TNF-q, IL-6, IL-1B3, IL-8, PAI-1 e
leptina, os quais estdo diretamente relacionados ao aparecimento de inumeras
doencas metabdlicas, como diabetes tipo Il (em decorréncia da resisténcia a
insulina), hiperglicemia, hipertensdo, doengas cardiovasculares, dislipidemia,
sindrome metabdlica, esteatose hepatica ndo alcodlica, e diversos tipos de cancer
(HURSTING e BERGER, 2010; BONOMINI et al., 2015; BRAY, 2004; CALLE e
KAAKS, 2004). Tal associacdo com diversas doencas que torna a obesidade como
um dos principais problemas de saude publica, impactando diretamente no indice de

mortalidade da populacdo e também nos cofres publicos.
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Figura 5 - Modulacéo fenotipica do tecido adiposo
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Nota: A medida que a obesidade se desenvolve, os adipdcitos sofrem hipertrofia devido ao aumento
do armazenamento de triglicerideos, com as mudancas qualitativas na expansdo do tecido
adiposo ocorre a transi¢do para um fen6tipo metabolicamente disfuncional.

Fonte: Adaptado de Ouchi, 2011

Obesidade e Cancer

As adipocinas funcionam ndo apenas na sinalizacdo paracrina local, mas
também tém um efeito sistémico através da secrecdo na circulacdo e comunicagao
com locais distantes. Diversas adipocinas liberadas em grande quantidade na
obesidade, como por exemplo o TNF-a, IL-6, IL-8, CCL2, apresentam papel na
progressdo tumoral (KAIDAR-PERSON et al., 2011; IYENGAR et al., 2013;
SIMPSON e BROWN, 2013). Diversos estudos epidemioldgicos ja relataram que a
obesidade é um fator de risco estabelecido para diferentes tipos de cancer, como o
de cdlon, endométrio, mama, pulméao, rins, eséfago, pancreas, vesicula biliar, figado,
neoplasias hematologicas, entre outros (CALLE e KAAKS, 2004; WISEMAN, 2008;
LICHTMAN, 2010).

Um estudo realizado por Calle e colaboradores, com mais de 900 mil adultos

norte-americanos, revelou que a proporcdo de todas as mortes causadas por
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cancer, devido ao sobrepeso e obesidade, na idade igual ou superior a 50 anos,
chega a 14% entre os homens e 20% entre as mulheres (CALLE et al., 2003). Um
outro trabalho estimou que cerca de 3,6% dos novos casos de cancer em adultos,
no ano de 2012, poderiam ser atribuidos ao alto IMC (ARNOLD et al., 2015). A
obesidade leva a um pior prognéstico e aumento da mortalidade relacionada ao
cancer (KAIDAR-PERSON et al.,, 2011; PAREKH et al., 2012), sobre a hipétese
dessas relacbes serem causais, as implicacdes para a saude publica dos Estados
Unidos sdo impactantes, pois mais de 90 mil mortes por ano poderiam ser evitadas
se a populacdo mantivesse o indice de massa corporal normal (IMC =18,5-24,9) ao
longo da vida (CALLE et al., 2003).

Segundo uma revisdo sistematica abrangente realizada pela Agéncia
Internacional de Pesquisa do Céancer (IARC) e pela OMS, realizada no ano de 2012,
concluiu-se que o cancer de mama pds-menopausa, seguido do cancer de colo de
Utero e colon sé@o os oferecem a maior incidéncia de risco com relacdo ao excesso

de peso (Figura 6).

Figura 6 - Casos de cancer (em todos os sitios anatdmicos) entre ambos 0s sexos
(mundialmente) em 2012, atribuiveis ao excesso de indice de massa
corporal, demonstrado pelo site anatbmico como porcentagens do nimero
total de todos esses casos atribuiveis em todos os locais anatdmicos
nesta populagéao
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Fonte: Adaptado de IARC - OMS, 2012)
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Cancer

Céancer é o termo dado a um conjunto amplo de mais de 100 doencas que
pode afetar qualquer parte do corpo (HANAHAN e WEINBERG, 2000). De acordo
com observacbes experimentais, foram estabelecidos trés principios bésicos para a
iniciagdo do processo de carcinogénese (COHEN e ELLWEIN, 1991). O primeiro
principio descreve que o cancer surge a partir de erros genéticos em células
anteriormente normais, mediante um carcin6geno ou espontaneamente. A base da
carcinogénese genética comecgou inicialmente por Boveri, com sua teoria da
mutacdo somatica (BOVERI, 1914). Mais recentemente, com o0 avanco da biologia
molecular e a descoberta de oncogenes e genes supressores, a evidéncia desse
principio tornou-se definitiva (PIMENTEL, 1986; STANBRIDGE, 1990; BISHOP,
1991). O segundo principio basico descreve que € necessario que mais de um erro
genético ocorra para que haja o desenvolvimento do céncer (BERENBLUM e
SHUBIK, 1947; BERENBLUM, 1954; WEINSTEIN, 1988). O terceiro e ultimo
principio baseia-se na etapa de replicacdo do DNA, que ndo ocorre com 100% de
fidelidade. Logo, a cada replicacdo, ha uma nova oportunidade para a ocorréncia de
mutacdes somaticas, contribuindo para a carcinogénese (MENDELSOHN, 1990;
LEWIN e DOVER, 1994; CAHILL et al., 1999; FRANK e NOWAK, 2004). Além da
etapa de iniciacdo, foram estabelecidas mais duas etapas no desenvolvimento
tumoral: promocao e progressdo (MARTIN DE CIVETTA e CIVETTA, 2011). A etapa
de promocdao, acontece quando as células geneticamente alteradas, sofrem ac¢éo de
oncopromotores, que as transformam em células malignas, de forma lenta e gradual
(ORDMAN et al., 1985; (MARTIN DE CIVETTA e CIVETTA, 2011). A Ultima etapa,
de progressao, caracteriza-se pela multiplicagcdo descontrolada e irreversivel dessas
células, as quais possuem a capacidade de invadir outros tecidos e 0rgaos, gerando
0 quadro de metastase (MAREEL e LEROY, 2003; MARTIN DE CIVETTA e
CIVETTA, 2011).

A carcinogénese é um processo que ocorre em etapas (MARTIN DE
CIVETTA e CIVETTA, 2011), as quais refletem alteracbes genéticas que levam a
transformacdo progressiva de ceélulas normais em malignas (BALMAIN, 1993).
Hanahan e Weinberg propuseram inicialmente seis marcas que estariam

relacionadas a esse processo de progressao tumoral;, como a capacidade de
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sustentar a auto-sinalizacdo para a proliferacdo; inibicAo de supressores do
crescimento; imortalidade replicativa; inducdo da angiogénese, resisténcia a
apoptose; invasdo e metastase (HANAHAN e WEINBERG, 2000). Com o avanco
das pesquisas nessa area foram observadas novas marcas envolvidas na
progressdo tumoral (Figura 7), como a inflamacéao; instabilidade gendmica, mutacéo;
escape do sistema imune e o desbalanco energético. Estes, em conjunto,
constituem uma organizacdo essencial para a compreensdo das doencas
neoplasicas (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

Figura 7 - Marcas envolvidas na progresséo tumoral
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Nota: As células normais evoluem progressivamente para um estado neoplasico, no qual adquirem
diversas caracteristicas que as permitem tornar-se tumorigénicas.
Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg, 2011.

Geralmente, o cancer € causado tanto por fatores externos: meio ambiente,
exposicdo a radiacdo e agentes infecciosos, como pelo estilo de vida do individuo:
tabagismo, alcoolismo, ma alimentacdo, sedentarismo, entre outros (BLOT e
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TARONE, 2015) (Figura 8). O mesmo pode ser causado também por fatores
internos, que na maioria das vezes, sao mutacdes genéticas herdadas, modificacfes
hormonais ou condi¢cdes imunolégicas, que estdo ligadas a capacidade do
organismo de se defender das agressdes externas. Todos esses fatores podem agir
em conjunto ou em sequéncia para causar o cancer (American Cancer Society;
2017, INCA, 2016; TORRE et al., 2015).

Figura 8 - Fracao atribuivel dos principais fatores de risco do cancer nos Estados

Unidos
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Fonte: Adaptado de Blot e Tarone, 2015.

Assim como a obesidade, o cancer atualmente é um dos principais problemas
de saude publica no mundo. O impacto econémico do cancer é significativo e esta
aumentando, por exemplo, o custo econdémico anual total do cancer no mundo
somente no ano de 2010 foi estimado em aproximadamente 1,16 trilhdes de dolares
(STEWART e WILD, 2014). Globalmente, no ano de 2012, houveram cerca de 14
milhdes de novos casos de cancer, e € esperado que 0 nimero de novos casos
aumente em até 70% nas préoximas 2 décadas (FERLAY et al., 2013). Nos Estados
Unidos, a estimativa de novos casos no ano de 2017 foi de 1.688.780 (SIEGEL et
al., 2017). No Brasil, segundo dados do INCA, para o ano de 2016, foram esperados
0 surgimento de 596 mil novos casos de cancer; entre os homens, com excecéo do

cancer de pele ndo melanoma, foram esperados cerca de 295.200 novos casos, €
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entre as mulheres, cerca de 300.870. A maior incidéncia de cancer sédo os de pele
ndo melanoma (entre ambos o0s sexos), seguidos pelo cancer de préstata e o de
mama (INCA, 2015).

O cancer é a segunda maior causa de morte no mundo, e foi responsavel
por cerca de 8,8 milhdes de mortes apenas no ano de 2015. Mundialmente, 1 a cada
6 mortes é devido ao cancer (FERLAY et al., 2013). No ano de 2017, a estimativa de
mortes por cancer nos Estados Unidos foi de cerca de 600.920 casos (SIEGEL et
al., 2017). No Brasil, no ano de 2016, foram estimados cerca de 190 mil Gbitos
(INCA, 2015). Espera-se que o indice de mortes aumente devido ao crescimento e
aumento da expectativa de vida da populacdo, da urbanizacdo e globalizacdo, além
principalmente do estilo de vida atual (INCA, 2015). De acordo com a OMS, cerca de
30 a 50% das mortes por cancer poderiam ser evitadas por mudancas no estilo de
vida, como reducdo em produtos com tabaco, consumo de alcool, manutencéo de

um IMC saudavel e préticas de exercicios regulares (OMS, 2016).

Obesidade e Cancer de Mama

Segundo dados da Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer (IARC) de
2012 o cancer de mama pOs-menopausa € 0 que possui a maior associacdo com o
excesso de peso, representando 24% dos casos. (Figura 6) (GLOBOCAN, 2012).
Entretanto, diversos trabalhos demonstram que o aumento do risco, recorréncia e
mortalidade do cancer de mama devido a obesidade ndo estéo relacionados apenas
as condicbes pos-menopausa, também sendo observados em mulheres pré-
menopausa (CALLE et al, 2003; RENEHAN et al., 2008; HALL et al., 2000; CHAN et
al., 2014). Mulheres obesas (IMC > 30) sdo mais propensas a um diagnostico com
tumores maiores, maior incidéncia de metastases nos linfonodos, e um elevado risco
de uma recorréncia, que mulheres eutréficas (RENEHAN et al, 2008). Nesse
contexto, as secre¢bes oriundas do TA obeso inflamado contribuem para esse
quadro, gerando um aumento no risco de morte causado pelo cancer de mama
(CALLE e KAAKS, 2004) (Figura 9).
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Figura 9 - Fatores extrinsecos e intrinsecos celulares envolvidos na obesidade e
cancer de mama
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Fonte: Adaptado de Ford, 2013

Cancer de Mama

O cancer de mama é o segundo mais comum no mundo, seguido pelo cancer
de pele, do tipo ndo-melanoma (OMS, 2016), € o mais comum entre as mulheres,
respondendo por cerca de 22% dos casos a cada ano. Seu desenvolvimento é
relativamente raro antes dos 35 anos, e acima desta faixa etaria possui um
crescimento mais rapido e progressivo, principalmente acima dos 50 anos. Os
homens também podem desenvolvé-lo, porém, com uma probabilidade muito menor,
representando apenas 1% do total de casos da doenca (INCA, 2015).

O INCA estimou para o ano de 2014, o diagndstico de aproximadamente
57.120 novos casos de cancer de mama no Brasil (Figura 10) e o niumero de mortes
de aproximadamente 13.345 pacientes. No ano de 2016, a estimativa aumentou
para cerca de 57.960 novos casos e 14.338 mortes, sendo 181 homens e 14.206
mulheres (INCA, 2015).
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Figura 10 - Estimativa do numero de novos casos, em homens e mulheres, Brasil

Localizagdo Primaria Casos Novos % Localizagéo Priméria Casos Novos %
Prostata 61.200 28,6% Mama feminina 57.960 261%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.330 8,1% Cdlon e Reto 17.620 8,6%
Cdlon e Reto 16.660 7.8% Colo do Utero 16.340 7.9%
Estomago 12920 6.0% Traqueia, Bronquio  Pulmao 10890 53%
Cavidade Oral 11,140 52% Estbmago 7600 37h
Esdfago 7950 37% Corpo do Utero 6.950 34%
= Qvario 6.150 3.0%
Bexiga 7.200 3,4% R .
Glandula Tireoide 58710 2,9%
Liige 6.0 0% Linfoma ndo Hodgkin 5030 2.4%
Leucemias 5.540 26% Sistema Nervoso Central 4830 2.3%
Sistema Nervoso Central 5440 2.5% Leucemias 4530 2.2%
Linfoma nao Hodgkin 5210 2.4% Cavidade Oral 4.350 2,1%
Pele Melanoma 3.000 14% Esbfago 2860 14%
Linfoma de Hodgin 1.460 0% e 2 1%
Bexiga 2470 1,2%
Glandula Tireoide 1.090 0,5% Linfoma de Hodgkin 1.010 0.5%
Todas as Neoplasias sem pele* 214.350 Laringe 990 05%
Todas as Neoplasias 295.200 Todas as Neoblasias sem pele* 205.960

Fonte: Adaptado do INCA, 2016.

A Sociedade Americana do Cancer estimou para 2015, em mulheres, o
diagnéstico de 60.290 novos casos de carcinoma de mama in situ — CIS (o CIS é
nao- invasivo, sendo a mais precoce forma de cancer de mama), 231.840 novos
casos de canceres de mama invasivos, e a morte de 40.290 mulheres devido ao
cancer de mama. No ano de 2017, a estimativa subiu para 63.410 novos casos
diagnosticados de CIS, 252.710 novos casos de canceres de mama invasivos e

aproximadamente 40.600 casos de morte.

Estrutura da Mama

A mama é composta por diferentes células. A mesma € estruturada em
I6bulos (glandulas produtoras de leite), pelos ductos (pequenos tubulos que
transportam o leite dos lobos ao mamilo) e pelo estroma, que € constituido por TA e
tecido conjuntivo, o qual envolve os ductos e lobos, vasos sanguineos e linfaticos

(Figura 11) (American Cancer Society, 2015).
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O cancer de mama pode se originar a partir de qualquer célula que compde a
mama. Geralmente, inicia-se nas células epiteliais - os chamados carcinomas -;
qguando se iniciam no tecido epitelial glandular sdo chamados de adenocarcinoma.
Os principais adenocarcinomas sdao o0 carcinoma de ducto in situ (DCIS) e o
carcinoma de I6bulo in situ (LCIS), respectivamente. A classificacdo é realizada de
acordo com o fenotipo microscépico das células. Os mesmos sdo menos frequentes

nos tecidos estromais. (American Cancer Society, 2016).

Figura 11 - Tecido normal da mama
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Fonte: Adaptado de American Cancer Society, 2016.

Carcinoma ductal in situ (DCIS)

O DCIS (Figura 12), refere-se a substituicdo das células epiteliais normais do
ducto mamario por células anormais, porém ainda dentro da camada de tecido de
origem. Embora o DCIS possa apresentar uma massa palpavel, € mais
frequentemente detectada na mamografia, onde € comumente identificada pelo
aparecimento de microcalcificagbes (pequenos pedacos de calcio que aparecem

como pontos brancos em cachos). A maioria dessas microcalcificacdes séo
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inofensivas, porém alguns tipos podem ser um indicativo de um céancer in situ ou
invasivo.

Uma vez que as células anormais do DCIS estdo contidas dentro da camada
de células onde eles se originaram, eles ndo podem se espalhar para outros 6rgaos
e causar doenca grave ou morte. No entanto, se nao tratada, tem o potencial de
evoluir para um cancer invasivo. Logo, o principal objetivo do tratamento para o
DCIS é prevenir a progressao para um cancer invasivo (American Cancer Society,
2015). Estudos de acompanhamento a longo prazo com mulheres cujo DCIS nao foi
tratado devido a um diagnostico errado classificado como benigno, apontaram que
20-53% das mulheres foram diagnosticadas com um cancer invasivo ao longo de 10
anos (EUSEBI et al., 1994; ALLRED, 2010).

Figura 12 - Carcinoma de ducto in situ
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Fonte: Adaptado de American Cancer Society, 2016.

Carcinoma de I6bulo in situ (LCIS)

O LCIS refere-se as células que se assemelham a células cancerosas que
crescem dentro da parede dos l6bulos, porém, sem atravessa-la (American Cancer
Society, 2015) (Figura 13). O LCIS, geralmente, ndo é considerado como um

precursor do cancer invasivo, entretanto, pode ser um marcador para o aumento do
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risco do desenvolvimento do cancer de mama invasivo. A excecdo € uma variante
relativamente incomum, conhecida como LCIS pleomorfico, no qual as células
parecem mais atipicas ao microscopio, este tipo esta associado a um maior risco de
cancer invasivo e muitas vezes é tratado como um cancer precursor (PIERI et al.,
2014). A forte evidéncia de que o LCIS € mais um indicador de risco do que um
precursor direto do cancer vem de estudos baseados em registros, como por
exemplo, um estudo realizado com mulheres diagnosticadas com LCIS de 1973 a
1998, onde foi descoberto que 7% das mulheres desenvolveram cancer de mama
invasivo dentro de 10 anos (CHUBA et al., 2005).

Figura 13 - Carcinoma de I6bulo in situ
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Fonte: Adaptado de American Cancer Society, 2015.

Carcinoma ductal invasivo (IDC)

Este é o tipo de cancer de mama invasivo mais comum. Inicia-se no ducto da
mama, que por sua vez se rompe através da parede do ducto e cresce em direcao
ao TA da mama. Neste ponto, € capaz de se espalhar para outras partes do corpo
atraves do sistema linfatico e da corrente sanguinea. A cada dez canceres invasivos

de mama, oito sdo carcinomas de ducto invasivos (American Cancer Society, 2015).
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Linhagens de adenocarcinoma mamario: MCF-7 e MDA-MB-231

As linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231 s&o provenientes de
adenocarcinomas mamarios. A linhagem celular MCF-7, de acordo com o perfil da
expressao génica, pertence ao subtipo luminal A (BURDALL et al., 2003), é positiva
para o receptor de estrogénio (ER+), negativa para vimentina e possui carater nao
invasivo (SCHIEMANN et al., 1997). A linhagem celular MDA-MB-231 é classificada
como basal, ou seja, € negativa para o0s receptores de estrogénio (ER),
progesterona (PR’ e fator de crescimento epidermal (HERZ2Y), possui carater
invasivo, sendo conhecida como triplo negativa (HOLLIDAY e SPEIRS, 2011).
Cerca de 75% dos céanceres de mama do tipo triplo negativo séo classificados no
subtipo basal definido pelo perfil de expressdo génica, e possuem um prognostico
mais pobre a curto prazo do que outros subtipos, em parte porque atualmente nao
ha terapias direcionadas para esses tumores (BIANCHINI et al., 2016)

Dados na literatura mostram que as células MDA-MB-231 sao capazes de
proliferarem e migrarem a partir da sinalizacdo da PI3K/AKT, e que a proliferacéo e
migracdo sao inibidas quando utilizado um inibidor desta via (WANG, 2009). Sabe-
se que essa via regula varios processos celulares, como proliferacdo celular,
sobrevivéncia e migracdo (CANTLEY, 2002). Além disso, a mesma € capaz de
modular positivamente a expressao de VEGF nas células endoteliais (JIANG et al.,
2009). O VEGF esta diretamente relacionado ao processo angiogénico (SHWEIKI et
al., 1992), que é essencial para o suprimento nutricional do tumor, permitindo a
continuagcdo de seu crescimento e sua disseminacdo, gerando um quadro de
metastase (FOLKMAN, 1995), e alguns trabalhos demonstram que as células MDA-
MB-231 sdo capazes de secretar VEGF (TANG et al., 2006; LEE et al., 2007).
Outros dados na literatura relatam que as células MDA-MB-231 expressam MMP-2 e
MMP-9, as quais estdo associadas as vias da p38, MAPK e STAT-3, indicando seu
grande poder invasivo (LI et al., 2015). Um estudo realizado por Li e colaboradores
demonstrou que as células MCF-7 podem migrar e invadir de maneira dependente
da via de sinalizagcédo da ERK (LI et al., 2017); outros trabalhos demonstraram que a
leptina pode induzir o aumento de sua proliferacdo, bem como a transicéo epitélio-
mesénquima, (TEM) através da via de sinalizacdo da STAT-3 (DIEUDONE et al.,
2002; CHANQ et al., 2015). A leptina também é capaz de aumentar a proliferagéo


http://www.nature.com/onc/journal/v21/n13/full/1205260a.html#bib39
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das células MDA-MB-231 via STAT-3 (RAY et al., 2007). Como os dados da
literatura sugerem, essas células possuem diversos mecanismos que favorecem sua

sobrevivéncia, 0s quais ainda precisam ser bem elucidados.

Vesiculas Extracelulares (VES)

Sao pequenas vesiculas de membrana liberadas por diferentes tipos
celulares. Recentemente, a Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares
(ISEV) prop6s recomendagbes baseadas na padronizagdo da coleta de amostras,
métodos de isolamento e analises nas pesquisas de VEs (WITWER et al., 2013).
Contudo, embora tenham sido feitos esforcos para homogeneizar os protocolos, a
confusdo entre diferentes tipos de VEs ainda sdo observaveis na literatura. As
principais VEs estudadas sdo os exossomos e as microparticulas, que se diferem
em termos de biogénese, morfologia, tamanho e via de secre¢ao (TUAL-CHALOT et
al., 2011; GRACEB et al., 2014) (Figura 14).
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Figura 14 - Vesiculas extracelulares: Biogénese, Composi¢ao e Destino

o
=] @0
Ligante-Receptor m

MHC

Liberacio de MPs @ miRNA
- MPs (0.1-1 pm) @

@ @ Receptor Proteina

Antigeno

RNA
Fosfatidilserina

Ligante

Exossomos

Nota: As microparticulas (MPs) sdo formadas através de brotamento da membrana plasmatica,
enquanto os exossomos sdo gerados pela fusdo de corpos multivesiculares (MVB) com a
membrana, induzindo sua liberacdo no ambiente. MPs e exossomos podem atingir as células
destinatarias por meio da interacdo direta pela ligacdo do ligante-receptor, por fusdo com a
membrana plasmatica, e por processos de internalizagdo. Esses caminhos resultam na entrega
de proteinas e acidos nucleicos em direcdo a membrana, citoplasma ou ndcleo das células
alvo. As vesiculas extracelulares como uma representacdo esquematica (caixa direita) podem
transportar proteinas de membrana, como ligantes, receptores, proteinas, fosfolipidios,
moléculas de MHC e/ou componentes internalizados como &cidos nucleicos (miRNA e RNA) e
antigenos.

Fonte: Adaptado de Milbank et al., 2016.

Os exossomos apresentam de 30 a 100 nm de diametro, sdo originados a
partir do compartimento das células da membrana endossomal, através da
invaginacdo mediada por endocitose de fragmentos de membrana que se fundem
para formarem os corpos multivesiculares (RAPOSO e STOOVOGEL, 2013). A
formacdo dos corpos multivesiculares envolve mecanismos moleculares agrupados
em quatro complexos de proteinas, o complexo de classificagdo endosomal
responsavel pelo transporte (ESCRT)-0, I, Il e lll, os quais estdo envolvidos no
reconhecimento de proteinas na membrana endossomal e fusdo da membrana
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(Raposo e Stoorvogel, 2013). Os corpos multivesiculares (MVB) podem ser
degradados por lisossomos ou entdo se fundirem com a membrana plasmética,
induzindo a exocitose desses endossomas, originando 0os chamados exossomos
(COLOMBO et al., 2014)

Inicialmente consideradas como "poeira celular" (WOLF, 1967), as MPs sao
consideradas pequenas vesiculas bioativas com um didmetro entre 0,1 a 1 ym, sdo
liberadas por “brotamento de membrana” apos ativacéo celular quimica ou fisica, ou
durante o processo de apoptose. Essa ativacdo estimula a indu¢do de um aumento
constante da concentracdo de calcio intracelular, levando a uma protedlise
dependente de calcio das proteinas do citoesqueleto (MIYOSHI et al., 1996), além
da ativacdo da quinase e inibicdo da fosfatase (YAN et al.,, 2009), ambos
contribuindo para a ruptura do citoesqueleto, passo essencial para a posterior
liberacéo das MPs. O aumento da concentracdo de calcio intracelular também induz
mudancas na atividade de transportadores de fosfolipidos, induzindo a
externalizacdo da fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina, as quais estéo localizadas
naturalmente na parte interna da membrana plasmatica (PANATALA et al., 2015),
como resultado do excesso de carga negativa devido a exposicdo desses
fosfolipidios, também ocorre a ruptura da membrana para posterior liberacdo de
MPs. As MPs apresentam em sua superficie antigenos que sao especificos das
suas células originarias, que independem do mecanismo pelo qual as MP sao
formadas, e que funcionam como marcadores celulares (AUPEIX et al., 1997). No
entanto, aproximadamente 50% das MPs nao exp0e a fosfatidilserina em sua
superficie (ARRAUD et al., 2014). Diversas vias de sinalizacdo que conduzem a um
aumento da concentracdo intracelular de calcio estdo implicadas nos mecanismos
de liberacdo de MPs, assim, o ROS (Burger et al., 2011), Rho associado a quinase
(ROCK-1) (SEBBAGH et al., 2001) e a quinase regulada por sinal extracelular (ERK)
(KUNZELMANN-MARCHE et al., 2002) sdo alguns dos possiveis mecanismos
moleculares na inducao da liberacéo das MPs.

Por outro lado, a liberacdo de MPs pela inducdo da apoptose é dependente
da ativagdo da ROCK-1 e Caspase 3 (COLEMAN et al.,, 2001), que promovem 0
aumento da geracao de forca em actina-miosina, contribuindo para a formacéao de
filamentos (MEKAWA et al.,, 1999). Durante a apoptose, ROCK | é clivada por
caspases ativadas, tornando-se ativa. Como consequéncia, as vesiculacdes da

membrana sdo necessarias para a redistribuicdo do DNA fragmentado a partir da
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regido nuclear para as vesiculas de membrana e corpos apoptéticos (COLEMAN et
al., 2001).

As VEs podem, naturalmente, transportar sinais distintos, carreados por
proteinas, lipidios e acidos nucleicos, dependendo do estimulo ou célula de origem,
apresentando contetdo altamente hetrogéneo (RAPOSO e STOOVOGEL, 2013).
Uma vez liberadas, através dos mecanismos descritos anteriormente, as VEs
assumem as suas funcdes de comunicacao célula-célula através da interacdo com
suas ceélulas receptoras. As VEs podem interagir com células alvo e entdo modificar
seu fendtipo ou sua funcdo por diferentes mecanismos (MARTINES e
ANDRIANTSITOHAINA, 2011; TUAL-CHALOT et al., 2011; ANDRIANTSITOHAINA
et al.,, 2012; GACEB et al., 2014): através da interacdo direta com 0s receptores
presentes na superficie de suas células alvo e sua subsequente ativacao da cascata
de sinalizacdo, ou pela transferéncia de lipidios, proteinas, acidos nucleicos por
fusdo ou internalizacdo com as céulas-alvo.

As VEs apresentam papel importante nos processos de comunicacgao, tanto
nas respostas fisioldgicas, através da vigilancia imunoldgica (RAPOSO et al., 1996),
coagulacao sanguinea (DEL CONDE et al., 2005), reparacao de tecidos (MARTINES
e ANDRIANTSITOHAINA, 2011), como também em inumeras doencas. Diversos
estudos tém demonstrado a associagcdo de VEs em doencas como HIV (AUPEIX et
al., 1997), lupus (COMBES et al., 1999), pré-eclampsia (VANWIJK et al., 2002),
diabetes mellitus do tipo 2 (DMT2) (NOMURA et al, 1995), doencas
cardiovasculares (NOMURA et al., 2000), e o cancer (KANAZAWA et al., 2003; KIM
et al., 2003).

Um estudo realizado por Heinrich e colaboradores demonstrou que ratos
obesos alimentados por longo periodo com uma dieta hiperlipidica, em comparacao
com ratos eutréficos alimentados com uma dieta normal, apresentaram um aumento
nos niveis circulantes de MPs no plasma (HEINRICH et al., 2015). Estudos pré-
clinicos realizados em pacientes com obesidade, sindrome metabodlica e DMT2,
também apresentaram aumento nos niveis circulantes de MPs (AGOUNI et al., 2008;
CAMPELLO et al., 2015; DIAMANT et al., 2002; GOICHOT et al., 2006; NOCI et al.,
2015).

Héa pouco tempo se acreditava que as MPs eram liberadas apenas por células
endoteliais, plaquetarias ou leucocitarias. Porém, estudos mais recentes

demonstraram que as mesmas podem ser liberadas também por adipdcitos, por
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exemplo (AOKI et al., 2007). As MPs estdo envolvidas na sinalizagcdo entre
adipdcitos e os macrofagos, na sinalizacdo da insulina no figado e em células
musculares. Além disso apresentam um papel multifacetado no cancer, sendo
capazes de promoverem a progressao tumoral pela modulacdo do microambiente
tumoral (AOKI et al., 2010; KRANENDONK et al., 2014; KRALISCH et al., 2014;
MULLER et al., 2009; DOS ANJOS PULTZ et al., 2017).

Nosso grupo demonstrou recentemente niveis elevados de MPs no plasma de
individuos obesos, e que esse aumento de MPs na circulacdo é derivado de pré-
adipdcitos (PREF-17) e leucdcitos (CD45), em comparacao a individuos magros. N&o
houve diferenca na quantidade de MPs circulantes derivada de células endoteliais
(CD31) ou de neutrdéfilos (CD66b) entre os grupos obeso e magro (RENOVATO-
MARTINS et al., 2017). Além do aumento de MPs na circulacdo, também héa
aumento da liberacdo de MPs pelo tecido adiposo omental desses pacientes, as
quais tém origem principalmente a partir dos leucdcitos (CD45) e pré-adipocitos
(PREF-1%). No entanto, a quantidade de MPs derivada de células endoteliais
(CD31%) ou de adipocitos (FABPY) liberadas pelo tecido adiposo de pacientes
obesos foi similar aquelas liberadas pelo tecido adiposo de individuos magros. Além
disso, demonstramos que MPs liberadas pelo TA de pacientes obesos sdo capazes
de transportarem receptores, como o TLR8, e assim modularem mondcitos humanos
para um perfil pro-inflamatério (CD14716") (RENOVATO-MARTINS et al., 2017).

Em conjunto, tais achados sugerem que as MPs do TA apresentam papéis
fundamentais em varios processos, contribuindo para o agravamento de condi¢cdes
pro-inflamatérias na obesidade, bem como no aparecimento de comorbidades
associadas a mesma. Nesse contexto, sabe-se que a associacdo entre o cancer de
mama e obesidade é frequentemente descrita, no entanto, pouco se sabe sobre a
influéncia da secrecdo liberada pelo TA obeso sobre a modulacdo do

comportamento de células tumorais de mama.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Tendo em vista a intrinseca relacédo entre a obesidade e o cancer de mama
demonstrada pela literatura, o principal objetivo deste trabalho foi avaliar como os
fatores secretados pelo tecido adiposo oriundos de pacientes obesos, em especial,
as microparticulas, poderiam modular as células tumorais de mama. Posto isto,
desenvolvemos um modelo, in vitro, de cultura de explantes de TA colhidos de
individuos obesos e eutréficos obtidos durante cirurgias bariatricas ou plasticas,
respectivamente. A partir deste modelo, investigamos os efeitos dos fatores
secretados pelo TA obeso sobre mecanismos celulares e moleculares em duas
diferentes linhagens celulares de adenocarcinoma mamaéario: a MCF-7, que nédo é
invasiva e responde a hormonios, e MDA-MB-231, que € invasiva e conhecida como
triplo negativa.

1.2 Objetivos especificos

Avaliacdo do efeito do meio condicionado (MC) e microparticulas (MPs)
provenientes do TA de individuos obesos e saudaveis sobre as células MCF-7 e
MDA-MB-231, investigando marcas relacionadas com a progressao tumoral, como:

a) Proliferacéo celular;

b) Migracao celular;

c) Invaséo celular;

d) Vias de sinalizagdo que estariam modulando tais efeitos;
e) Capacidade de inducao de tubulogénese;

f) Expressao do RNAm para MMP-9;

g) Papel das MPs na expressao e atividade de MMPs;
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Linhagens celulares

As linhagens celulares de adenocarcinoma mamario MCF-7 e MDA-MB-231 e
a linhagem celular da microvasculatura humana (HMEC-1) foram obtidas do Banco

de células American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, Virgini, USA).

2.2 Cultura de células

As linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231 foram cultivadas em meio de
cultura DMEM (Gibco, Life Technologies, Calrsbad, California, EUA), enquanto a
HMEC-1 foi cultivada em meio de cultura MCDB suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB). Ambos os meios foram suplementados com 3,7 g/L de NaHCOs3
(Merck), 5,2 g/L de HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 60 mg/L de penicilina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 100 mg/L de estreptomicina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA) e com 10% SFB (Cultilab, Campinas, Brasil), em pH 7,2. As culturas
foram mantidas a 37°C em uma atmosfera com 5% de CO,, sendo armazenadas em
garrafas de cultura (Corning). O meio de cultura foi renovado ou as células foram
repicadas, quando confluentes, a cada 2-3 dias. Para a lavagem das células e
repicagem foi utilizada a solugdo de Hank's EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA)
(5mM), a qual desfaz as ligacdes adesivas dependentes de cations (Ca™ e Mg*?),
facilitando assim a atuacao da tripsina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) na soltura das
células da garrafa. Depois de soltas, as células foram centrifugadas 400 x g, a 20°C,
por 10 minutos (Beckman, GS-15R Centrifuge). As células foram utilizadas no

maximo até a 122 passagem.
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2.3 Contagem de Células

O numero de células presentes na suspensao celular foi determinado por
contagem em camara de Neubauer. A viabilidade celular foi determinada pelo
método de exclusdo por Azul de Trypan (Gibco Invitrogen Corporation) 0,2% em
PBS.

2.4 Obtencao do meio condicionado do tecido adiposo

As cirurgias onde foram coletados os explantes de TA foram realizadas no
Hospital Federal de Ipanema (HFI) e no Hospital Universitario Clementino Fraga
Filho (HUCFF) — UFRJ. Os fragmentos de TA subcutaneo foram obtidos a partir de
individuos eutréficos (grupo controle), durante cirurgia plastica, enquanto o0s
fragmentos de TA visceral foram obtidos a partir de pacientes obesos submetidos a
cirurgia bariatrica (grupo obeso). Resumidamente, menos de 2 horas apds a
cirurgia, os fragmentos de TA foram lavados e limpos com solucao salina tamponada
com fosfato, em seguida, os explantes de TA (100 mg/mL) foram incubados em
M199 contendo 1% de SFB, a 37°C durante 24 horas. Posteriormente, 0s
sobrenadantes de cultura (MC) foram centrifugados durante 10 min a 350 x g/4°C
para a remocao de debris celulares, sendo armazenados a -80°C, para posteriores

analises.

2.5 Isolamento e quantificacdo das microparticulas

As MPs foram obtidas a partir dos meios condicionados oriundos dos tecidos
adiposos de individuos obesos ou saudaveis. Primeiramente, as amostras foram
centrifugadas a 2000 x g, por 10 minutos, a 4°C, para a remoc¢ao de restos celulares
(Eppendorf 5415R, Hamburgo, Alemanha). Em seguida, o sobrenadante obtido foi
centrifugado novamente, dessa vez a 20000 x g, por 70 minutos, a 4°C (Beckman,
GS-15R Centrifuge). O pellet obtido apds a ultima centrifugacao foi ressuspenso em

meio 199, sem vermelho de fenol, suplementado com 1% de SFB (mantendo-se,
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exatamente, o mesmo volume de meio que havia antes da centrifugacdo). Uma
amostra controle contendo microesferas de 1 um (Life Technologies, Carlsbad, CA,
EUA) foi utilizada para definir com precisdo adequada, no citdtmetro de fluxo, o perfil
FSC/SSC que continham as MPs (<eventos 1 um), e microesferas de 10 um foram

utilizados como calibradores para estimar o nimero de MP/pL.

2.6 Ensaio de proliferagcdo (MTT)

As células MCF-7 (6,0 x 10° células/poco; 1,81 x 10* células/cm?) e MDA-MB-
231 (3,0 x 103 células/poco; 9,09 x 10* células/cm?) foram plaqueadas em placas de
96 pocos e incubadas por 24 horas, a 37°C e 5% de CO, em meio DMEM
suplementado com 10% de SFB. Posteriormente, as células foram lavadas e
tratadas com os estimulos: MC (20%), ou MPs (20 pug/mL) oriundos da cultura de
explantes de TA de individuos eutréficos ou obesos, em DMEM suplementado com
1% de SFB, na presenca ou nao do inibidor PD98059 (3mM) (inibidor da via de
sinalizacdo MAPK/ERK) (Cell Signaling, Massachusetts, EUA) e incubadas por 24 h,
a 37°C e 5% de CO,  Utilizamos um grupo incubado com DMEM suplementado com
10% de SFB, como controle positivo de proliferacdo. A proliferacdo das células foi
determinada através do ensaio de reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-
zil)-2,5-difenilterazoélio) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) a cristais de formazan. O
MTT, diluido em PBS (5 mg/mL), foi adicionado as células em uma concentracdo de
10 pg/poco. Apés 4 horas o sobrenadante com MTT foi descartado, e os cristais de
formazan formados foram dissolvidos em 100 pL de &lcool isopropilico por pogo. As
placas foram entdo incubadas por mais 30 min. a 37°C, e em seguida foi realizada a
leitura no leitor de placas EnVision® (Perkin Elmer, Massachusetts, EUA), em

comprimento de onda de absorbancia de 570nm.

2.7 Obtencao de extratos totais

As células MCF-7 (1,0 x 10° células/poco; 1,04 x 10* células/cm?) e MDA-MB-
231 (5 x 10* células/poco; 5,2 x 10° células/cm?) foram plaqueadas em placas de 6

pocos e incubadas por 24 horas, a 37°C e 5% de CO, em meio DMEM
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suplementado com 10% de SFB. Apo6s atingirem confluéncia, as células foram
tratadas com os seguintes estimulos: MC (20%), ou MPs (20 pg/mL) oriundos da
cultura de explantes de TA de individuos eutroficos ou obesos, em DMEM
suplementado com 10% de SFB, por 24 h, 37°C e 5% de CO,. No final do
tratamento, as células foram lisadas em tampéo de lise RIPA (Tris 50 mM; pH 8;
Triton X-100 1% (v/v); NaCl 150 mM; SDS 0,1%; EDTA 5 mM; NaF 50 mM,;
ortovanadato de sodio (NazsvVO,4) 1mM; fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM;
coquetel de inibidores (aprotininina 1 uM e leupeptina 1uM) e inibidor de tripsina
(SBTI) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). A obtencao do extrato total das MPs per se,
foi obtida a partir do isolamento das MPs a partir de uma quantidade incial de 1,5 mL
do MC do TA de cada paciente, individualmente. ApGs o isolamento, as MPs foram
ressuspensas diretamente em 50 puL de tampdo de lise RIPA. O contetudo de
proteinas do extrato total foi determinado pelo método de BCA (Thermo Scientific,
Rockford, EUA), e ap6s a determinacdo do contetdo proteico, foram adicionados
aos extratos 20% do seu volume de tampéo de amostra 5x concentrado (Tris-HCI 50
mM, pH 6,8; SDS 1%, 2-mercaptoetanol 5%, glicerol 10%, azul de bromofenol
0,001%). As amostras foram fervidas em agua (100 °C) por 5 minutos para a sua

desnaturagao.

2.8 Eletroforese e western blotting

O volume dos extratos celulares correspondente a 20 pg de proteina foram
fracionados por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) desnaturante. O
padrao de peso molecular correu em paralelo para estimar o peso molecular das
amostras. Apds 120 minutos de eletroforese a 100 V e 25 mA, as proteinas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose, por 30 min., 25V-1.0A, no
equipamento Trans-Blot® Turbo™ (Transfer System, Bio-Rad). A eficiéncia da
transferéncia foi avaliada pela coloracdo da membrana com o vermelho de Ponceau,
a qual foi, em seguida, lavada abundantemente com agua destilada para retirar toda
a coloracdo. Posteriormente, as membranas foram bloqueadas com TBS (Tris 20
mM, pH 7,5 e NaCl 0,5 M) contendo Tween 20 (0,1% v/v, T-TBS) e 5% de BSA
overnight ou por 2 horas, e incubadas overnight com os determinados anticorpos

primérios: anti-Akt (goat — 1:5000) (Santa Cruz Biotechnology, Texas, EUA), anti-
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PAKT (rabbit — 1:2000) (Millipore Massachusetts, EUA), anti-ERK (rabbit - 1:2000)
(Santa Cruz Biotechnology, Texas, EUA), pERK 1/2 (mouse - 1:2000) (Cell
Signaling ,Massachusetts, EUA), e actina (mouse — 1:1000) (Cell Signaling
,Massachusetts, EUA), anti-MMP-2 (rabbit 1:1000 e anti-MMP-9 (rabbit — 1:1000)
(Abcam) . Apos 3 lavagens de 10 minutos com o Tween-TBS, as membranas foram
incubadas com os anticorpos secundarios anti-IgG especificos conjugados a biotina
(1:10.000) (Invitrogen, Carlsbad, EUA), a temperatura ambiente e sob agitacéao
durante 1 hora. Posteriormente, as membranas foram lavadas novamente e incubas
com estreptavidina conjugada a peroxidase (1:10.000) (Invitrogen, Carlsbad, EUA)
durante 1 hora. Para a deteccdo das bandas foi utilizado o kit de revelagdo por
guimioluminescéncia (ECL — Super Signal West Pico Chemilumnescent Substrate)
(Thermo Scientific, Rockford, EUA). As membranas foram fotografadas utilizando o
ChemiDoc® Imaging System (Bio RAD, California, USA) e a densitometria foi
analisada no programa ImageJ.

2.9 Ensaio de migracéo pelo método de lesdo de monocamada (wound healing)

As células MCF-7 (1,0 x 10° células/poco; 1,04 x 10° células/cm?) e MDA-MB-
231 (5 x 10° células/poco; 5,2 x 10* células/cm?) foram plaqueadas em placas de 6
pocos, incubadas a 37°C e 5 % de CO,, em meio DMEM suplementado com 10% de
SFB até atingirem 100% de confluéncia. Posteriormente, foram pré-tratadas com os
estimulos do MC (20%), ou MPs (20 pg/mL) oriundos da cultura de explantes de TA
de individuos eutréficos ou obesos, em DMEM suplementado com 1% de SFB na
presenca ou nao do inibidor LY294002 (3 mM) (inibidor da via de sinalizacao
PIBK/AKT) (Cell Signaling, Massachusetts, EUA) e incubadas durante 24 horas.
Apds esse tempo, os sobrenadantes com os estimulos foram descartados e as
células foram lavadas e tratadas com mitomicina (5ug/mL) em DMEM sem SFB, por
2 horas. Em seguida, os sobrenadantes foram descartados, as ceélulas lavadas e
incubadas com DMEM sem SFB. Com o auxilio de uma ponteira de pipeta, foi feito
um risco na placa, na posicao vertical, para a remocdo das células. Tais regides
foram fotografadas nos tempos de 0, 24 e 48 horas, em microscopio invertido
(Olympus 1X71), no aumento de 10x. As analises do fechamento foram realizadas

com auxilio do software photoshop CS5.
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2.10 Ensaio de invasao celular

Os ensaios de migracdo foram feitos em camaras de transwell (Becton
Dickinson), com base técnica descrita por (VASSE et al., 2001). Estas camaras séao
constituidas de membranas de policarbonato, na forma de insertos, que séao
colocadas no interior de pocos de placa de cultura de 24 pocos. Para este ensaio,
utilizamos insertos com membranas de porosidade de 8 um, devido ao tipo celular
estudado. Primeiramente, as células MDA-MB-231 (5 x 10* células/pogo; 1,31 x 10*
células/cm?) foram plaqueadas em placas de 12 pocos e incubadas por 24 horas a
37°C e 5% de CO, em meio de cultura DMEM suplementado com 10% de FBS.
Ambas as células foram tratadas com os estimulos do MC (20%), ou MPs (20
pg/mL) oriundos da cultura de explantes de TA de individuos eutréficos ou obesos,
em DMEM suplementado com 1% de SFB, na presenca ou nao do inibidor
LY294002 (3 mM) e incubadas durante 24 horas. Apés esse tempo, em paralelo,
foram adicionados 200 puL de gelatina 1% dentro dos insertos presentes nos pocos,
em seguida foi retirado 0 excesso e o0s insertos foram expostos por 15 minutos a luz
UV para a polimerizagdo. Posteriormente, as células foram o tripsinizadas e
colocadas dentro dos insertos (3 x 10* células/ inserto) em um volume final de 200
uL de DMEM suplementado com 1% de FBS. Na parte inferior (fora do inserto)
foram adicionados 800 pL de DMEM suplementado com 10% de FBS (agente
quimiotatico). totalizando 1 mL. A migracdo das células ocorreu no tempo de 24
horas. Apés o devido tempo, foram retiradas as células contidas na parte superior do
inserto. As células que migraram através da membrana (parte inferior do inserto)
foram fixadas e coradas com o kit panético (Interlab). A contagem das células que
migraram foi realizada microscopio invertido (Olympus IX71), contando 10 campos
aleatérios em um aumento de 10x. As analises da quantidade de células que

migraram foram realizadas com auxilio do software photoshop CS5.

2.11 Tubulogénese

As células MDA-MB-231 (1,5 x 10° células/ poco; 7,89 x 10* células/cm?)

foram plaqueadas em placas de 24 po¢cos em meio de cultura DMEM suplementado
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com 10% de SFB, sendo incubadas por 24 horas, a 37°C e 5% de CO..
Posteriormente, foram tratadas com os estimulos do MC (20%), ou MPs (20 pg/mL)
oriundos da cultura de explantes de TA de individuos eutréficos ou obesos, em
DMEM suplementado com 5% de SFB. Enquanto isso, as células endoteliais
HMEC-1 (3 x 10° células/poco; 1,57 x 10° células/cm?) também foram plaqueadas
em placa de 24 pogcos em meio de cultura MCDB-131 suplementado com 10% de
FBS, sendo incubadas por 24 horas a 37°C e 5% de CO, Apoés as 24 horas de
tratamento das células MDA-MB-231, retiramos o sobrenadante dessas células, o
qual foi dado como estimulo para as células endoteliais por 24 horas. As células
endoteliais foram tratadas, também com o MC derivado do TA dos individuos
eutréficos ou obesos, durante 24 horas. Posteriormente, as células endoteliais
HMEC-1 foram lavadas e tripsnizadas, sendo colocadas em placas de 96 pocos (2,5
x 10* células/poco; 7,57 x 10* células/cm?) sobre 55uL do Matrigel®. Apds esse
tempo, retiramos o sobrenadante e fixamos as células sobre o Matrigel® com
gluteraldeidol,1 % em PBS, durante 20 minutos em temperatura ambiente. A
retirada do fixador foi feita por trés lavagens com PBS 1X. Nao houve danos nas
estruturas tubulares por esse tipo de fixacdo. As andlises do numero total e o
comprimento das ramificagbes (brotos ou prolongamentos celulares endoteliais, que
resultam no aspecto em “rede” da diferenciagcdo angiogénica) foram feitas em campo
claro, no microscopio invertido (OlympuslIX71) em um aumento de 4 e 10 X. Foram
capturadas imagens de pelo menos 4 campos aleatérios, que foram analisadas com
0 auxilio do programa AdobePhotoshop7.1. As analises foram realizadas no tempo

de 6 horas.

2.12 RT-PCR

As células MDA-MB-231 (5 x 10” células/poco, 5,2 x 10° células/cm?) foram
plagueadas em placas de 6 pocos e incubadas por 24 horas, a 37°C e 5% de CO,
em meio de cultura DMEM suplementado com 10% de SFB. Posteriormente, foram
tratadas com os estimulos do MC (20%), ou MPs (20 pug/mL) oriundos da cultura de
explantes de TA de individuos eutréficos ou obesos, em DMEM suplementado com

5% de SFB. O RNA total foi extraido pelo método de separacdo por coluna atraves
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do kit RNAeasy Mini Spin Column (Qiagen), de acordo com o protocolo do
determinado pelo fabricante. A quantificacdo e pureza do RNA total foram
determinadas através do espectofotbmetro NanoVue® Plus. As amostras de RNA
foram retro-transcritas em DNA complementar utilizando-se o kit High Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applies Biosystems), que contém tampao de magnésio
contendo H;O, dNTPs, primers randdmicos e a enzima transcriptase reversa. As
amostras de DNA complementar foram estocadas em freezer em freezer -20°C até o
momento de uso. A amplificacdo de MMP-9 (Qiagen — QT00040040) foi realizada
utilizando o cDNA na presenca da sonda fluorescente SybrGreen® (Qiagen) em uma
reacdo de PCR. O nivel da expressao do gene analisado foi normatizado em relagéo
a actina (Qiagen — QT01680476). A expressao relativa foi determinada pela analise
do 222! que representa o valor da expressao do gene analisado em relacdo ao seu
calibrador. O gPCR foi realizado em Rotor Gene Q e os amplicons foram
qguantificados pelo sistema de fluorescéncia da SybrGreen®. A condicdo padrao da
reacdo de PCR foi: 95°C por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos a 95°C por 5
segundos e 60°C por 10 segundos, subsequente a uma curva-padrdo de

desnaturagao.

2.13 Zimografia

As MPs do TA foram isoladas (conforme o item 2.5) e o “pellet” final
ressuspenso em tampao de lise RIPA (conforme o item 2.7) para que o conteudo
interno presente nas MPs pudesse ser acessado. As amostras (20 pg) foram
tratadas com o tampado de amostra e submetidas ao gel fracionador de
policacrilamida SDS-PAGE. O padréo de peso molecular correu em paralelo para
estimar o peso molecular das amostras. A corrida foi realizada em aproximadamente
2 horas, a 100V, e a 4°C. Posteriormente, o gel foi lavado em solugcdo de
renaturacao por 1 hora a temperatura ambiente (TA), trocando a solugéo a cada 15
minutos. Em seguida o gel foi incubado com o tamp&o de desenvolvimento, por 72 h,
a 37°C. Apo6s esse tempo o gel foi corado com Coomassie Blue 0,2%, e entédo

descorado até o aparecimento das bandas de digestao.
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2.14 Anédlises estatisticas

Os dados s&o expressos como meédias * erro padrdo da média. As
comparacdes de médias para varidveis quantitativas entre os grupos foram
realizadas utilizando teste t de Student ou teste one-way ANOVA, seguido pelo pos-
teste Sidak. Para toda analise, um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. A avaliacdo estatistica foi realizada usando o software GraphPad Prism
versao 7.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA).
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3 RESULTADOS

3.1 Padronizacdo da concentracdo de meio condicionado a ser utilizada nos

experimentos

Nosso primeiro passo foi a avaliagdo da melhor concentracdo de MC a ser
utilizado no tratamento das células de adenocarcinoma mamario. Para isso,
realizamos um ensaio de viabilidade/proliferacdo celular pelo método do MTT. As
células foram tratadas com concentracdes de 20% e 50% v/v do MC proveniente do
TA obeso, em DMEM suplementado com 1% de SFB. Observamos que no tempo de
24 horas, as concentracbes de 20% e 50% induziram um aumento na
viabilidade/proliferacdo das células MCF-7 (* p<0.05, ** p<0.01, respectivamente)
(Figura 15 A), mas nao alteraram a viabilidade/proliferacdo das células MDA-MB-231
(Figura 15 B). Possivelmente, ndo observamos diferencas nas células MDA-MB-231,
devido sua alta taxa de proliferagdo. Sendo assim, acreditamos que no tempo de 24
horas as mesmas ja apresentem um platé de crescimento. Portanto, escolhemos a
concentracdo de 20% (v/v) como concentracdo padrdo a ser realizada em todos os

experimentos.

Figura 15 - Padronizacao da concentracdo do MC
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Nota: As células MCF-7 e MDA-MB-231 (A e B, respectivamente) foram tratadas por 24 h com os MC
na concentracdo de 20% e 50%.V/V. ApGs o tratamento a proliferagdo/viabilidade celular foi
avaliada pelo método de MTT. Os resultados sdo representativos de 3 diferentes experimentos.
O teste one-way- anova com pés-teste de Sidak foi utilizado para avaliar a diferenca entre os
grupos (*P<0.05, **P<0.01). Utilizamos como controle do experimento o DMEM com 1% de
SFB. Os resultados foram representados como média + erro padréo.

Fonte: A autora, 2018.



52

3.2 O meio condicionado e as microparticulas do tecido adiposo obeso
aumentam a proliferacdo das células MCF-7

Sabe-se que as células tumorais possuem capacidade proliferativa
exacerbada devido a autossuficiéncia de fatores de crescimento e devido a ativacéo
constitutiva dos receptores do tipo tirosina quinase, sendo um dos principais
mecanismos para o desenvolvimento do tumor (HANAHAN e WEINBERG, 2011).
Sendo assim, avaliamos se o tratamento derivado do TA obeso seria capaz de
induzir alteracGes na capacidade de proliferacdo das linhagens de células MCF-7 e
MDA-MB-231, em comparacdo ao tratamento proveniente do TA controle.
Observamos que, quando comparado ao grupo controle, no tempo de 24 horas,
tanto o MC e MPs provenientes do TA obeso induziram o aumento da proliferacéo

nas células MCF-7 (* p<0.05) (Figura 16 A). Este efeito ndo foi observado nas
células MDA-MB-231 (Figura 16 B).

Figura 16 - Efeito da secrecédo do TA obeso sobre a proliferacéo celular das células
MCF-7 e MDA-MB-231
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Nota: As células MCF-7 e MDA-MB-231 (A e B, respectivamente) foram tratadas por 24 h com o MC
(20% V/V) ou MP (20 pg/mL) provenientes do TA controle e obeso. Posteriormente, a
proliferacdo celular foi avaliada pelo método de MTT, por 24 h. Os resultados sédo
representativos de 3 diferentes experimentos. O teste one-way- anova com poés-teste de Sidak
foi utilizado para avaliar a diferenga entre os grupos (*p<0.05). Os resultados foram
representados como média = erro padrdo. A linha tracejada representa o grupo que nédo
recebeu nenhum estimulo, sendo tratado com meio DMEM sem SFB.

Fonte: A autora, 2018.
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3.3 O meio condicionado e as microparticulas do tecido adiposo obeso

aumentam a migracao das células MDA-MB-231

Outro mecanismo também muito importante utilizado pelas células para a
progressao tumoral € a sua capacidade migratoria, a qual possibilita que a célula
migre de uma determinada area para outra. Entdo, avaliamos se o tratamento com o
MC e MPs provenientes do TA obeso seriam capazes de modular a migragao das
células MCF-7 e MDA-MB-231. Apos 24 horas pudemos observar que o tratamento
proveniente do TA obeso nédo induziu a migracdo das células MCF-7 (Figuras 17 A),
entretanto, o MC e as MPs provenientes do TA obeso foram capazes de

potencializar a migracao das células MDA-MB-231 (***p < 0.005) (Figura 17 B).

Figura 17 - Efeito da secrecdo do TA obeso sobre a migracédo células das células
MCF-7 e MDA-MB-231
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Nota: As células foram pré-tratadas por 24 h com MC (20% V/V) ou MP (20 pg/mL). Apés o
tratamento, foram incubadas com mitomicina (5 ug/mL) por 2 h em DMEM sem .SFB Em
seguida, as células foram lavadas e mantidas em DMEM sem SFB. A migracao celular foi
avaliada pelo método de Wound Healing, no tempo de 24 h (comparado ao tempo 0 h). As
fotos foram retiradas no microscépio invertido, em um aumento de 10x (2 fotos por campo). Os
resultados sdo representativos de 3 diferentes experimentos. O teste one-way- anova com pés-
teste de Sidak foi utilizado para avaliar a diferenca entre os grupos (***p < 0.005). Os
resultados foram representados como média + erro padrao.

Fonte: A autora, 2018.
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3.4 O meio condicionado e as microparticulas do tecido adiposo obeso
aumentam a capacidadade invasiva das células MDA-MB-231

O mecanismo de invasao celular € uma das marcas da progressdo tumoral
propostas por Hanahan e Weinberg, responsavel por dar suporte ao processo de
metastase (HANAHAN e WEINBERG, 2011). A invaséao celular é caracterizada pela
habilidade das células tumorais de atravessarem a membrana basal epitelial do
tecido adjacente, e assim, invadirem o estroma intersticial (AZNAVOORIAN et al.,
1993). Dessa forma, adquirem capacidade de penetrar na corrente sanguinea e
linfatica, podendo entéo invadir outros tecidos e 6rgaos (HANAHAN e WEINBERG,
2011). Observamos anteriormente que o tanto o MC quanto as MPs derivadas do TA
obeso foram capazes de induzirem um aumento na migragéo das células MDA-MB-
231, sendo assim, nos perguntamos se 0 mesmo tratamento poderia também induzir
0 aumento da invasdo. Como podemos observar na Figura 18, tanto o MC gquanto as
MPs oriundas do TA induziram aumento na capacidade invasiva das células MDA-
MB-231. As células MCF-7 ndo invadiram (resultado ndo mostrado).

Figura 18 - Efeito da secrecdo do TA obeso sobre a invasédo das células MDA-MB-
231
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Nota: As células foram tratadas por 24 h com o MC (20% V/V) ou MP (20 ug/mL), provenientes do
TA. A invasédo celular foi avaliada pela técnica de migracao através do transwell (preenchido
por gelatina 1%). As células que migraram através da membrana foram fixadas e coradas com
o0 kit pandtico. A contagem das células foi realizada microscopio invertido, contando 10 campos
aleatérios em um aumento delOx. As andlises da quantidade de células que migraram foram
realizadas com auxilio do software photoshop CS5. Os resultados séo representativos de 3
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diferentes experimentos. O teste one-way- anova com pos-teste de Sidak foi utilizado para
avaliar a diferenca entre os grupos (*p<0.05, **p<0.01). Os resultados foram representados
como média + erro padrao.

Fonte: A autora, 2018.

3.5 O meio condicionado e as microparticulas do tecido adiposo obeso ativam
as vias de sinalizacdo de ERK e AKT nas células MCF-7 e MDA-MB-231,

respectivamente

Tendo em vista que a secrecao proveniente do TA obeso aumentou a
proliferacdo das células MCF-7 e induziu aumento na capacidade migratéria e
proliferativa das células MDA-MB-231, resolvemos investigar quais vias de
sinalizacdo estariam modulando tais processos. E sabido que as células tumorais
possuem uma desregulacdo desses sinais, podendo adquirir a capacidade de
sustentar a sinalizacdo proliferativa, migratéria e invasiva por diferentes vias de
sinalizacdo. Algumas das vias que estdo relacionadas aos processos de
proliferacdo/migracdo, sdo a PI3K/AKT e MAPK/ERK (CHANG et al., 2003;
VANHAESEBROECK et al., 2010).

Em condi¢des normais, a via de sinalizagcdo da PI3K/AKT contribui em muitos
processos, incluindo ciclo celular, crescimento celular, sobrevivéncia, migracao, e no
transporte intracelular de vesiculas (VANHAESEBROECK et al., 2010). Essa via de
transducdo de sinais é uma das mais frequentemente atividades no cancer, onde
continua tendo um papel importante no crescimento, proliferagdo, motilidade e
sobrevivéncia celular, porém, em prol das células tumorais (YUAN e CANTLEY,
2008).

A via de transducao de sinais da ERK pertence a familia das MAPK (ROUSE
et a.l, 1994), ambas estédo relacionadas a regulacdo da progresséo do ciclo celular e
apoptose, em diferentes tipos celulares. No cancer, muitas vezes, essas vias sofrem
mutacbes e podem induzir eventos associados tanto ao aumento da proliferacao
celular quanto a parada do ciclo celular (CHANG et al., 2003).

Nossos resultados demonstraram que o tratamento com o MC e as MPs
proveniente do TA obeso, induziu nas células MCF-7 a fosforilagdo da via de
sinalizacdo da ERK (Figura 19 A) sem alterar a via da AKT (resultado n&o mostrado).

Ja nas células MDA-MB-231, o tratamento com as MPs do TA obeso induziu a
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fosforilacdo na via de sinalizacdo da AKT (Figura 19 B), ndo alterando a via de
sinalizacao da ERK (resultado ndo mostrado).

Figura 19 - Efeito da secrecédo do TA obeso sobre as vias de sinalizacdo de ERK e
AKT nas células MCF-7 e MDA-MB-231, respectivamente
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Nota: As células foram tratadas por 24 h com MC (20% V/V) ou MPs (20 ug/mL). O extrato total foi
submetido ao SDS-PAGE e posterior immunoblotting para detec¢do de (A) pERK e ERK nas
células MCF-7 e (B) pAKTe AKT, nas células MDA-MB-231. Os resultados foram quantificados
por densitometria no software ImageJ, a partir do célculo da razdo entre os niveis de
pPAKT/AKT e pERK/ERK. Os resultados sdo representativos de 3 diferentes experimentos. O
teste one-way- anova com pds-teste de Sidak foi utilizado para avaliar a diferenca entre os
grupos (*P<0.05, **P<0.01, ***p < 0.005). Os resultados foram representados como média *
erro padréo

Fonte: A autora, 2018.

3.6 A via de sinalizagdo da ERK tem um papel primordial no aumento da
proliferacdo das células MCF-7 induzido pelo meio condicionado e pelas
microparticulas do tecido adiposo obeso

Nossos resultados demonstraram que o MC e as MPs derivados do TA obeso
induziram um aumento na proliferacdo de células MCF-7, além da inducdo da
fosforilacdo da via de sinalizacdo de ERK. A fim de confirmar se o aumento da
proliferacdo ocorreu por meio dessa via, utilizamos um inibidor da via MAPK/ERK, o

PD98059, e realizamos o ensaio de proliferagcdo por MTT. A Figura 20 mostra que o
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inibidor desta via de sinalizacao foi capaz de inibir o efeito causado pelo MC e pelas
MPs provenientes do TA obeso, demonstrando que esta via de sinalizagdo tem um

papel importante na proliferacdo de células MCF-7 em condi¢Ges de obesidade.

Figura 20 - Avaliagdo do papel da via de sinalizagdo ERK/MAPK na proliferagéo das
células MCF-7
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Nota: As células MCF-7 foram tratadas por 24 h com o MC (20% V/V) ou MPs (20 pg/mL)
provenientes do TA controle ou obeso, na presenca ou auséncia do inibidor da via de
sinalizacdo da ERK (PD98059). Posteriormente avaliamos a prolifera¢é@o celular, no tempo de
24 h, pelo método de MTT. Os resultados séo representativos de 3 diferentes experimentos. O
teste one-way- anova com pds-teste de Sidak foi utilizado para avaliar a diferenca entre os
grupos (*p<0.05). Os resultados foram representados como média + erro padrao.

Fonte: A autora, 2018.

3.7 A via de sinalizacdo da AKT tem um papel primordial no aumento na
migracdo e invasdo das células MDA-MB-231 causado pelo meio

condicionado e pelas microparticulas do tecido adiposo obeso

Uma vez que nossos resultados mostraram que o MC e as MPs oriundos do
TA obeso foram capazes de aumentar tanto a migragdo como a invasao das células
MDA-MB-231, bem como um aumento na fosforilagdo de AKT, avaliamos se esta via
de sinalizacdo poderia estar envolvida nesses processos. Para tanto realizamos os
ensaios de migragdo e invasdo, nas mesmas condi¢des realizadas anteriormente,
com a utilizagdo do inibidor da via da PI3K/AKT, o LY294002. Como podemos
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observar na Figura 21, o inibidor desta via foi capaz de diminuir os efeitos causados

pela secrecdo do TA obeso sobre a migracao das células MDA-MB-231.

Figura 21 - Avaliacdo do papel da via de sinalizacdo PI3K/AKT na migracdo das
células MDA-MB-231
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Nota: As células foram pré-tratadas por 24 h com o MC (20% V/V) ou MPs (20 pg/mL), na
presenca ou auséncia do inibidor da via da PI3K/AKT (LY294002). Apés o tratamento, foram
incubadas com mitomicina (5 ug/mL) por 2 h, em DMEM sem soro. Em seguida, as células
foram lavadas e mantidas em DMEM sem soro. A migragéo celular foi avaliada pelo método de
Wound Healing, no tempo de 24 h (comparado ao tempo 0 h). As fotos foram retiradas no
microscopio invertido, em um aumento de 10x (2 fotos por campo). Os resultados séo
representativos de 3 diferentes experimentos. O teste one-way- anova com pos-teste de Sidak
foi utilizado para avaliar a diferenca entre os grupos (*p<0.05, ***p < 0.005). Os resultados
foram representados como média + erro padréo.
Fonte: A autora, 2018.

Além da diminuicdo da capacidade migratéria, a inibicdo dessa via também foi
capaz de prejudicar a invasao das células MDA-MB-231(Figura 22), mediante o
tratamento com a secre¢ao proveniente do TA obeso. Portanto, esse resultado
demonstra a importancia da via da PI3K/AKT, tanto nos processos de migracao

guanto de invasao.
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Figura 22 - Avaliacdo do papel da via de sinalizacdo PI3K/AKT na invasdo das
células MDA-MB-231
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Nota: As células foram tratadas por 24 h com o MC (20% V/V) ou MP (20 ug/mL), provenientes do
TA, na presenca ou auséncia do inibidor da via da PI3K/AKT (LY294002). A invaséo celular foi
avaliada pela técnica de migracdo através do transwell (preenchido por gelatina 1%). As
células que migraram através da membrana foram fixadas e coradas com o kit panético. A
contagem das células foi realizada microscépio invertido, contando 10 campos aleatérios em
um aumento del0 X. As andlises da quantidade de células que migraram foram realizadas com
auxilio do software photoshop CS5. Os resultados sédo representativos de 3 diferentes
experimentos. O teste one-way- anova com pés-teste de Sidak foi utilizado para avaliar a
diferenca entre os grupos (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001). Os resultados foram
representados como média + erro padréo.

Fonte: A autora, 2018.

3.8 O sobrenadante de células MDA-MB-231, tratadas com o0 meio
condicionado derivado do tecido adiposo obeso, aumenta as
propriedades angiogénicas de células HMEC-1

As células tumorais, assim como o0s tecidos normais, necessitam de
nutrientes e oxigénio para a sustentagcdo de seu crescimento (BROWN et al, 1999),
sendo assim precisam induzir a neovascularizacdo. A neovascularizacdo é
dependente de fatores de crescimento, produzidos pelas proprias células tumorais.
Um dos principais responsaveis é o VEGF, que faz aumentar a proliferacdo das
endoteliais permitindo a formacdo de vasos sanguineos (BERGERS e BENJAMIN,
2003). Uma vez que sabemos que o MC proveniente do TA obeso é rico em VEGF,
e que o mesmo foi capaz de induzir aumento tanto na migracdo, quanto na invasao

dessas células, avaliamos se células células endoteliais tratadas com o
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sobrenadante de células MDA-MB-231 (previamente estimuladas com o MC
proveniente do TA) seriam capazes de formar tubulos, dando suporte para o
processo invasivo (TALMADGE; FIDLER, 2010).

Nossos resultados demonstraram que as células HMEC-1 tratadas com o
sobrenadante de células MDA-MB-231 (previamente tratadas com o MC do TA
obeso) formaram um maior numero de estruturas (Figura 23 B), e que 0 tamanho
dessas estruturas estavam aumentados (Figura 23 C). Nao observamos tal efeito
nas ceélulas endoteliais tratadas com o sobrenadante de células MDA-MB-231

(previamente tratadas com as MPs do TA obeso) o mesmo efeito (Figuras D e E).
Figura 23 - Efeito do MC e das MPs do TA sobre as células MDA-MB-231 na
inducéo da tubulogénese em células HMEC-1
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Nota: As células MDA-MB-231 foram tratadas por 24 h com o MC (20% V/V) ou MPs (20 pg/mL)
provenientes do TA controle ou obeso. Posteriormente, células HMEC-1 foram tratadas com o
sobrenadante da MDA-MB-231 (contendo o MC mais fatores secretados pelas proprias células)
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por 24 h as células. Apos esse tempo, as células HMEC-1 foram colocadas sobre o Matrigel em
uma placa de 96 pocos, por 6 horas. As fotos foram obtidas no microscépio invertido. Foi
mensurado o tamanho (em pixels) e quantidade de estruturas formadas. Os resultados séo
representativos de 3 diferentes experimentos. O teste t de Student foi utilizado para avaliar a
diferenca entre os grupos (**P<0.01, ***p < 0.005). Os resultados foram representados como
média + erro padrao.

Fonte: A autora, 2018.

3.9 Meio condicionado do tecido adiposo per se néo induziu tubulogénese na
HMEC-1

Nossos reultados demonstraram que o tratamento das células HMEC-1 com
0 sobrenadante das células MDA-MB-231 (previamente estimuladas com o MC
oriundo do TA obeso) apresentaram capacidade tubulogénica amentada. Sendo
assim, nos perguntamos se o MC oriundo do TA obeso per se seria capaz de
modificar o fenétipo das células HMEC-1 para um perfil mais tubulogénico. Como
podemos observar na figura a seguir, nosso resultado demonstra que o MC to TA
obeso per se ndo modificou o fendtipo das células HMEC-1 (Figura 24), pois nao

observamos diferenca estatistica na tubulogénese.

Figura 24 - Efeito do MC per se sobre as células endoteliais
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Nota: As células HMEC-1 foram tratadas por 24 horas com o MC (20% V/V) proveniente do TA
controle ou obeso. Apés esse tempo, as células HMEC-1 foram colocadas sobre o Matrigel em
uma placa de 96 pocos, por 6 horas. As fotos foram obtidas no microscépio invertido. Foi
mensurado o tamanho (em pixels) e quantidade de estruturas formadas. Os resultados séo
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representativos de 3 diferentes experimentos. O teste t de Student foi utilizado para avaliar a
diferenga entre os grupos. Os resultados foram representados como média + erro padrao.
Fonte: A autora, 2018.

3.10 O tratamento das células MDA-MB-231 com as microparticulas do TA

obeso aumenta a expressdo de RNAm para MMP-9

As MMPs sdo enzimas responsaveis pela promocdo da progressdo tumoral,
aumentando a angiogénese do tumor, interrompendo a arquitetura do tecido local
permitindo assim o seu crescimento. Além disso, possuem atividade proteolitica,
rompendo as barreiras da membrana basal para a propagacdo metastatica
(COUSSENS e WERB, 1996). Visto que o processo de invasao é dependente de
MMPs e que o tratamento oriundo do TA obeso foi capaz de induzir a invasédo das
células MDA-MB-231, avaliamos a participacdo da MMP-9 nesse processo. De
acordo com a Figura 25, podemos observar que as MPs provenientes do TA obeso
induziram um aumento significativo na expressdo do RNAm para MMP-9 nas células

MDA-MB-231, o que poderia explicar o aumento da sua invasividade.

Figura 25 - Efeito das moléculas secretadas pelo tecido adiposo sobre a expressao

de RNA mensageiro para MMP-9
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Nota: As células foram tratadas com as MPs (20 pg/mL) por 24 horas. A expressdao de RNAm para
MMP-9 foi avaliada por RT-PCR nas células MDA-MB-231. Os resultados sdo representativos
de 3 diferentes experimentos. O teste t de Student foi utilizado para avaliar a diferenca entre os
grupos (*p<0.05). Os resultados foram representados como média + erro padrao.

Fonte: A autora, 2018.
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3.11 Microparticulas oriundas do tecido adiposo obeso expressam MMP-2 e 9
bioativas

Nesse set de resultados nos perguntamos se as MPs poderiam carregar
MMPs, o que poderia explicar, em parte, o aumento a capacidade invasiva das
células MDA-MB-231, uma vez que vimos 0 aumento da capacidade invasiva das
células MDA-MB-231 tradas com o MC e MP oriundos do TA de pacientes obesos.
Sabendo-se que as as MMP-2 e 9 estéo relacionadas a obesidade (BELO et al.,
2013; ALLOTT et al., 2013; LEE et al.,, 2014) avaliamos, através da técnica de
western blotting, o contetddo proteico de ambas nas MPs oriundas dos TA eutrdéfico
e obeso. De maneira interessante, nossos resultados demonstraram que as MPs
do TA provenientes do TA obeso expressam um contelddo significativamente
aumentado das MMP-2 e 9 (Figura 26 A e B).

Figura 26 - Expressédo de MMP-9 e 2 nas microparticulas
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Nota: As MPs foram isoladas do TA e ressuspensas em tampéo de lise. As amostras (20 ug) foram
tratadas com o tampdo de amostra e submetidas ao gel fracionador de policacrilamida SDS-
PAGE e em seguida foi realizado o immunoblotting para deteccdo de (A) MMP-9 e (B) MMP-2
(n=6).

Fonte: A autora, 2018

Uma vez que vimos que as MPs expressam MMP-2 e 9, avaliamos por ensaio
de zimografia se as mesmas apresentavam atividade proteolitica. De maneira
interessante, nossos resultados demonstraram que as MMP-2 e 9 presentes nas
MPs oriundas do TA obeso apresentam atividade proteolitica aumentada em

relacdo as MPs oriundas do TA eutrofico.
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Figura 27 - Avaliagdo da atividade proteolitica das microparticulas
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Nota: As MPs foram isoladas do TA e ressuspensas em tampao de lise. As amostras (20 pug) foram
tratadas com o tampdo de amostra e submetidas ao gel fracionador de policacrilamida SDS-
PAGE. Apds a corrida o gel foi lavado em solugdo de renaturagdo por 1 h a temperatura
ambiente. Em seguida o gel foi incubado com o tampéo de desenvolvimento, por 72 hrs, a
37°C. Apbs esse tempo o gel foi corado com Coomassie Blue 0,2%, e entdo descorado até o
aparecimento das bandas de digestao (n=6).

Fonte: A autora, 2018.
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4 DISCUSSAO

Diversos estudos tém demonstrado a relacao intrinseca entre a obesidade e o
aumento do risco de varios tipos de cancer. Com relacdo ao cancer de mama,
evidéncias claras demonstraram o aumento da incidéncia deste tipo de cancer em
forte relagdo com o IMC elevado (WOLIN et al., 2010), além de um pior prognéstico
(CALLE e KAAKS, 2004; PROTANI et al., 2010; FORD et al., 2013). No presente
estudo, buscando mimetizar o ambiente inflamatorio presente na obesidade, foi
desenvolvido um modelo, in vitro, de cultura de explantes de TA obtidos de
individuos obesos ou de individuos eutréficos (grupo controle). A partir deste
modelo, investigamos os efeitos dos fatores secretados pelo TA obeso sobre
funcdes celulares primordiais para o desenvolvimento do cancer (HANAHAN e
WEINBERG, 2011), em duas diferentes linhagens celulares de adenocarcinoma
mamario: a MCF-7, que ndo é invasiva e responde a hormonios, e MDA-MB-231,
gue € invasiva e conhecida como triplo negativa.

No nosso modelo estudado comparamos o TA omental de individuos obesos
com o TA subcutaneo de individuos eutrdéficos, devido a dificuldade de acesso ao
tecido omental de pacientes eutréficos. Tal dificuldade é resultado de que pacientes
eutroficos que sdo submetidos a cirurgias mais invasivas geralmente apresentam
algum comprometimento da saude, como dislipidemia, por exemplo. Dessa forma,
nao seriam um bom grupo controle. Apesar das evidéncias mostrarem diferencas
entre esses dois depdsitos de tecido, ja foi demonstrado que eles secretam niveis
similares de TNF-a (WALKER et al., 2007; ZHA et al., 2009), IL-6 (ANTUNES et al.,
2006), e nao apresentaram diferencas para a expressado de IL-1(3, IL-8, TNF- a e
MIP1-a (SAMARAS et al., 2010).

E bem estabelecido que a obesidade é caracterizada como uma inflamacéo
de baixo grau do TA, mediada principalmente por macréfagos pro-inflamatorios do
tipo M1 (OSBORN e OLEFSKY, 2012). Histologicamente, estes macrofagos se
encontram ao redor dos adipécitos formando estruturas em forma de coroa, que
nada mais sdo do que adipdcitos em processo de morte celular circundados por
macréfagos (CANCELLO et al.,, 2005). Esses macrofagos, eram inicialmente,
observados apenas nos depoésitos de TA visceral e subcutdneo, porém,

recentemente, ja foram observados no TA mamario de mulheres e camundongos
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fémeas obesas (MORRIS et al, 2011; SUBBARAMAIAH et al., 2011,
SUBBARAMAIAH et al., 2012).

Nosso grupo caracterizou o perfil de mediadores inflamatérios secretados por
explantes do TA obeso, em comparacdo com amostras do TA de individuos
eutréficos. Nossos resultados demonstraram que houve um aumento significativo na
liberac@o de adipocinas pro-inflamatdrias, como TNF-q, leptina e MIP1-a, e também
nos niveis de VEGF e IL-10 secretados pelo TA obeso (RENOVATO-MARTINS et
al., 2017), corroborando os dados presentes na literatura. Tais mediadores sao
contribuidores conhecidos para a progressao tumoral, podendo interferir na
proliferacdo, migracéo, diferenciacdo e sobrevivéncia de células tumorais e na
angiogénese (BROWN, 1999; RODMAN; CHOI, 2004; BALKWILL, 2009; GOEL
ARTAC e ALTUNDAG, 2012; MERCURIO, 2013).

De maneira interessante, também observamos que além dos pacientes
obesos apresentarem maiores niveis de MPs na circulacdo, o TA desses pacientes
também libera grandes quantidades de MPs. Tais MPs tém origem de diferentes
tipos celulares, como as células endoteliais, leucocitos e pré-adipocitos, entretanto,
em comparacdo com o TA de individuos magros, o TA obeso secreta mais MPs
originadas a partir dos leucdcitos e dos pré-adipdcitos, sugerindo um perfil mais
inflamado e adipogénico de MPs secretadas pelo TA durante a obesidade. Outros
dados do nosso grupo demonstraram que MPs liberadas pelo TA obeso transportam
receptores, como o TLR8, que apresenta um papel importante na polarizacdo de
mondcitos humanos em direcdo a um perfil pré-inflamatério (CD14°CD16%)
(RENOVATO-MARTINS et al., 2017).

No presente estudo, demonstramos que 0 tratamento com a secrecéo
liberada pelo TA obeso (MC e MPs) foi capaz de induzir o aumento da proliferacéo
das células MCF-7, mesmo apesar das mesmas nao possuirem um carater de alta
proliferacdo. Como tais efeitos ndo foram observados nas células MDA-MB-231,
concluimos que, por se tratar de uma linhagem altamente proliferativa, as mesmas
tivessem atingido sua capacidade méxima de proliferacdo no tempo estudado, ndo
apresentando alteracdo mediante algum estimulo. Entretanto, de maneira
interessante, o tratamento com a secrecéo liberada pelo TA obeso foi capaz de
potencializar a sua capacidade migratoria e invasiva nessas células, enquanto nas

células MCF-7 ndo provocou nenhuma alteracéo.
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Sabe-se que as células normais controlam adequadamente a producédo e
liberacdo de sinais através do crescimento celular e divisdo, garantindo a
homeostase do nimero de células e a manutencéo funcional do tecido (HANAHAN e
WEINBERG, 2011). Entretanto, as células cancerosas possuem uma desregulacéo
desses sinais, podendo adquirir a capacidade de sustentar a sinalizagao
proliferativa, migratoria e invasiva por diferentes fatores de crescimento e vias de
sinalizacdo. As mesmas sao capazes de produzirem fatores de crescimento, 0s
quais podem responder através da expressao de receptores cognatos, resultando
numa estimulacdo autdcrina proliferativa, ou mesmo através da sinalizacdo via
receptores, aumentando seus niveis, indicando assim a necessidade do estimulo
dessas vias. (WITSCH et al., 2010).

Existem algumas vias de sinalizacdo classicas que na maioria das vezes
encontram-se modificadas no cancer, e que possuem relacdo com O
desenvolvimento do tumor por atuarem diretamente sobre o crescimento e
motilidade das células, como a via da MAPK/ERK, que, nas células MCF-7, foi
ativada mediante o tratamento com a secrecado derivada do TA obeso, o que poderia
estar relacionado ao aumento da proliferacdo das mesmas. Embora um estudo
realizado por Li e colaboradores tenha demonstrado que estas células além de
proliferarem por meio dessa via, também sdo capazes de migrarem e invadirem (LI
et al., 2017), ndo observamos tal comportamento. Ja nas células MDA-MB-231,
vimos que as MPs liberadas pelo TA aumentam, consideravelmente, a ativacao da
via da PI3K/AKT, o que poderia estar atrelado ao aumento da migracao e invasao
dessas células.

A fim de complementar os resultados supracitados utilizamos inibidores
especificos das vias de sinalizacdo MAPK/ERK (PD98059) e PI3K/AKT (LY294002).
A partir destes resultados confirmamos o envolvimento da via da MAPK/ERK no
aumento da proliferacéo das células MCF-7 e o envolvimento da via da PI3K/AKT no
aumento da migracdo e da invasdo das células MDA-MB-231, ressaltando a
importancia dessas vias canbnicas no contexto da obesidade. Tais resultados sao
corroborados por outros trabalhos que demonstram que células MDA-MB-231 sé&o
capazes de migrar a partir da sinalizacéo de PI3K/AKT (WANG, 2009).

Sabe-se que a sinalizagdo celular disparada por estrégenos contribui de
forma crucial para o estabelecimento do cancer de mama associado a obesidade
(MORRIS et al., 2011; SUBBARAMAIAH et al., 2011; SUBBARAMAIAH et al., 2012)
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e que por exemplo, niveis circulantes aumentados de TNF-a e IL-6, em mulheres
obesas, tém sido associados com o desenvolvimento e a progressao do cancer de
mama (VOZARIVA et al., 2001; BACHELOT et al., 2003). A correlacéo do alto IMC
com o risco para tumores de mama, pos-menopausa, que respondem a hormonios,
ja € bem estabelecida (SUZUKI et al., 2009), porém, quanto as células que nao
respondem a fatores hormonais, conhecidas como triplo negativas, os estudos sao
mais recentes. Evidéncias de estudos observacionais e laboratoriais sugeriram que
a obesidade poderia contribuir para a progressdo de canceres triplo negativos
através da resisténcia a insulina, secrecdo de adipocinas pré-angiogénicas, como a
leptina e da inflamacé&o cronica deflagrada pelo TA (PHIPPS et al., 2008). Devido a
prevaléncia cada vez maior de obesidade e a agressividade associada a esse tipo
de cancer, a compreensao da intrinseca ligacao entre estas duas condi¢cdes médicas
ajudara na identificacdo de individuos com maior risco de desenvolver essa forma
agressiva de cancer de mama. Um estudo de meta-analise feito no ano de 2012 por
Pierobon e Frankenfeld relatou que mulheres obesas tém 20% mais chances de
desenvolverem cancer de mama triplo negativo do que mulheres ndo obesas, e que
a menopausa seria um fator atenuante (PIEROBON; FRANKENFELD, 2012). Estes
estudos de coorte corroboram nossos resultados, in vitro, com as células MDA-MB-
231, uma vez que a secrecao do TA obeso foi capaz de potencializar a capacidade
migratoria e invasiva dessas células.

Sabe-se que sem um suprimento sanguineo adequado, os tumores sélidos s6
conseguem crescer no maximo cerca de 1-2 mm. Durante esse crescimento, as
células do interior da massa tumoral aumentam sua distancia dos vasos, o que torna
hipéxico o ambiente do “core” tumoral (SHWEIKI et al., 1992; BROWN et al., 1999).
A hipdxia regula positivamente a neovascularizacdo nessas células tumorais
(através da inducéo de HIF-1a), o qual vai suprir suas necessidades de nutrientes e
oxigénio (BROWN et al, 1999). O processo de neovascularizacado € dependente de
fatores de crescimento como o VEGF que estimula o crescimento de novos vasos
sanguineos a partir de capilares mais préximos, permitindo assim o acesso do tumor
ao oxigénio e nutrientes necessarios para seu crescimento (BERGERS e
BENJAMIN, 2003). A expressdao de VEGF é mediada pelas proprias células
tumorais, e pode ser potencializada por eventos genéticos comuns, que levam a

uma transformacao maligna (RAK et al., 2000). Alguns estudos demostraram que as
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células MDA-MB-231 e MCF-7 sdo capazes de expressarem 0 receptor para o
VEGF (TANG et al., 2006; LEE et al., 2007).

Uma vez que sabemos o papel fundamental do VEGF sobre a
neovascularizacdo, e que o0s niveis do mesmo encontram-se aumentados na
secrecédo liberada pelo TA obeso, avaliamos o efeito da secrecdo do TA sobre a
modulacdo das células MDA-MB-231 na inducéo do processo de formacédo de novos
vasos a partir de células endoteliais (HMEC-1). Nossos resultados demonstraram
aumento na capacidade tubulogénica das células HMEC-1 tratadas com o
sobrenadante das células MDA-MB-231 (previamente estimuladas com o MC
oriundo do TA obeso). Observamos tanto 0 aumento no numero de tabulos formados
guanto o aumento do tamanho dessas estruturas, o que poderia indicar uma maior
funcionalidade dos vasos formados. Entretanto, ndo observamos modificagcdo do
perfil fenotipico das células HMEC-1 tratadas com o sobrenadante das células MDA-
MB-231 (previamente estimuladas com as MPs oriundas do TA obeso).
Surpreendentemente, mesmo apesar de o MC oriundo do TA obeso apresentar
niveis significativos de VEGF, o mesmo néo foi capaz de induzir tubulogénese nas
células HMEC-1 no tempo observado. Além disso, observamos que as células MDA-
MB-231 per se também n&o apresentaram tal capacidade. Estes resultados
demonstram a importancia e for¢ca da associacdo de ambos fatores, provavelmente
porque seus efeitos sinergizam ativando diferentes vias de sinalizacao.

E sabido que a angiogénese suporta o processo de invasido (TALMADGE e
FIDLER, 2010), além de desempenhar um papel importante no crescimento tumoral,
protegendo a neovasculatura da apoptose através a inducdo de proteinas anti-
apoptéticas (TRAN et al., 1999; HARMEY e BOUCHIER-HAYES, 2002). Além disso,
medeia a secregdo e ativagdo de enzimas envolvidas na degradacdo da matriz
extracelular, como MMPs, permitindo o desenvolvimento de novos vasos
sanguineos (UNEMORI et al.,, 1992). A atividade proteolitica das MMPs é de
extrema importancia, pois, no cancer, sado as principais proteinas responsaveis pela
protedlise da matriz extracelular. Logo, para que o ocorra o processo de invasao, a
atividade dessas enzimas € fundamental, permitindo que as células tumorais sejam
capazes de atravessar a membrana basal epitelial do tecido adjacente, e assim,
invadir o estroma intersticial (AZNAVOORIAN et al., 1993). Dessa forma, adquirem
capacidade de penetrar na corrente sanguinea e linfatica, podendo entédo invadir
outros tecidos e orgaos (HANAHAN e WEINBERG, 2011). Segundo Talmadge e
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Fidler, o processo de invasdo e metastase ocorre em multiplos passos discretos,
frequentemente denominado de cascata de invasdo de metastases, a qual comeca
pela sucessdo de alteracbes celulares e invasdo local, entrada de células
cancerosas em vasos sanguineos e linfaticos préximos, seguido do extravasamento
dessas células do limen dos vasos para o parénquima de tecidos distantes,
formando pequenos nédulos (micrometastases), e entdo o crescimento de lesdes
metastaticas micro em macroscopicas, denominado de “colonizagdo” (TALMADGE e
FIDLER, 2010).

Uma vez que as células MDA-MB-231 invadiram mais mediante a secrecao
do TA obeso, avaliamos qual MMP poderia estar envolvida nesse processo. De
acordo com nossos dados, apenas as MPs oriundas do TA obeso foram capazes de
induzir a expressdao de RNAmM para MMP-9 nas células MDA-MB-231. Embora
tenhamos observado que o MC do TA obeso induziu um aumento no perfil invasivo
das células MDA-MB-231, nés ndo vimos um aumento na indug¢do da expressao de
RNAmM para MMP-9 nessas células, talvez porque as MPs apresentariam uma
concentracdo de fatores capazes de promover o aumento da expressdo do RNAm,
0S quais se encontrariam diluidos no MC total. De maneira interessante, vimos que
as MPs oriundas do TA de pacientes obesos ndo s6 expressam MMP-2 e 9, como
as mesmas apresentam atividade proteolitica aumentada, como pudemos observar
no ensaio de zimografia, corroborando dados presentes na literatura que relatam a
relacdo dessas MMPs com a obesidade (BELO et al., 2013; ALLOTT et al., 2013;
LEE et al., 2014). E importante ressaltar que, no melhor do nosso conhecimento,
esse é o primeiro estudo a demonstrar que o TA obeso é capaz de secretar MPs que
induzem o aumento da malignidade em células tumorais de mama, além de
expressarem MMPs bioativas.

A comunicacdo célula-célula é vital durante o desenvolvimento em uma
multiplicidade de fatores fisiologicos e processos patoldgicos (QUAIL e JOYCE,
2013) os quais podem ser mediados por vesiculas extracelulares (VEs) (COLOMBO
et al., 2014; YOON et al., 2014). Assim, como vimos nos nossos resultados, diversos
estudos tém demonstrado o papel primordial das VEs no cancer, as quais sao
capazes de transferirem proteinas oncogénicas e acidos nucleicos que modulam as
células-alvo e desempenham papéis decisivos na tumorigénese, crescimento,
progressao, resisténcia a drogas e metastase (FRIEDL e WOLF, 2003; BIGAGLI et
al., 2016; HOOD, 2016; KIM et al., 2016; WANG et al., 2016; LI et al., 2016). Ou
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seja, as VEs participam de cada etapa do desenvolvimento do cancer, sendo um
importante alvo de estudo.

Neste estudo mostramos que as MPs também apresentam um papel
primordial na interacéo entre o estroma do TA obeso e as células cancerigenas. Em
conjunto, nossos dados indicaram claramente que o TA pacientes obesos libera
mediadores inflamatoérios e MPs, que podem modular fungdes primordiais em células
de cancer de mama, promovendo potencialmente o desenvolvimento do tumor,
aumentando sua agressividade. E importante enfatizar que esses dados sdo os
primeiros a mostrarem o papel fundamental das MPs do TA na obesidade, o que
pode ser considerado como uma nova forma de comunicacdo entre o TA e as
células cancerigenas, em um circuito paracrino, capaz de interferir na progresséao do
tumor. No entanto, é necessario compreender melhor os papéis multifacetados das
VEs e como elas podem interagir com o microambiente, a fim do
desenvolvervimento de abordagens terapéuticas, levando a um tratamento efetivo

contra o cancer.
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CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo corroboram a relacédo entre a obesidade e
o cancer de mama, contribuindo para um pior prognostico, demonstrando um papel
importante de fatores pro-inflamatorios secretados pelo TA na obesidade, em
especial as MPs, sobre as fungbes priomordiais das células tumorais de mama,
induzindo aumento na sua proliferacdo, migracdo, invasao e angiogénese, através

da modulacéo de vias de sinalizacdo, aumentando a sua malignidade.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Interagdo de moléculas secretadas pelo tecido adipose com as fungdes monocitarias e
linhagens celulares imortalizadas

Pesquisador: Thereza Christina Barja Fidalgo

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesguisa envolvendo Genética Humana gue ndo necessita de analise
ética por parte da CONERP:);

Versdo: 2
CAAE: 35880914.0.0000.5259
Instituigio Proponente: Hospital Universitario Pedro Ernesto

Patrocinador Principal: FUN CARLOS CHAGAS F. DE AMPARO & PESQUISA DO ESTADC DO RIO DE
JANMEIRO - FAPERJY
MIMISTERIO DA CIENCIA, TECHNOLOGIA E INOVACAD
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DADOS DO PARECER

Hamero do Parecer: 923,929
Data da Relatoria: 16/12/2014

Apresentagao do Projeto:

Documentagio dentro das boas praticas em pesquisa.

Objetivo da Pesqguisa:

Objetivos em concorddncia com o projeto .

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
exames coletados durante o procedimento cirurgico. paciente ja com acesgo venoso, portanto sem riscos

extras.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Todos os documentos de apresentagdo obrigatdria foram enviades a este Comité, estando dentro das boas
praticas e apresentando todas dados necessarios para apreciagio ética. Foram avaliadas as informagdes
contidas na Plataforma Brasil e as mesmas se encontram dentro das normas
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virgentes e sem rizscos eminentes ao participante de pesquisa envolvido.

Congideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

as modificagSes foram atendidas.

Recomendagies:

Apenas modificar um detalhe (na parte do texto do TCLE que segue retirar "pela sua cirurgia - deixando
apenas durante sua cirurgia):

"A coleta de sangue e tecido adiposo sera feita pelo médico responsavel pela sua cirurgia durante o
decorrer da mesma, e por isso € totalmente indolor & sem nenhum risco adicional ao do procedimento
cirirgico para o paciente (ja informado no termo de consentimento da cirurgia).”

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Diante do exposto e & luz da Resolugio CNS n°466/2012, o projeto pode ser enquadrado na categoria —
APROVADO

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da COMEP:

MNéo

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagdo vigente, o CEP recomenda ao Pesguisador: 1. Comunicar toda e qualguer
alteragio do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido. Mestas circunstincias a inclusio de
pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apds analise das mudangas
propostas. 2. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por
S anos para possivel auditoria dos Argios competentes. 3. O Comité de Etica =olicita & V. 52, que
encaminhe relatérios parciais e anuais referentes ao andamentoe da pesquiza ao término da pesguisa

encaminhe a esta comissdo um sumario dos resultados do projeto.
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