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RESUMO 

 
ANDRADE, Isadora Ramos de. Caracterização do meio condicionado e das 
vesículas extracelulares liberadas pelo tecido adiposo de indivíduos obesos e seus 
efeitos sobre a malignidade de células tumorais de mama. 2022. Tese (Doutorado 
em Biociências) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do 
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.  
 

A obesidade é uma doença multifatorial caracterizada por um quadro de 
metainflamação sustentada pelo tecido adiposo (TA). Evidências mostram que a obesidade 
está relacionada a um pior prognóstico e um risco aumentado de morte em mulheres com 
câncer de mama, o tipo de câncer mais comum entre mulheres. O TA de indivíduos obesos 
além de secretar adipocinas pró-infamatórias, produz ativamente um maior número de 
vesículas extracelulares (VEs), que são pequenas vesículas de membrana capazes de 
transferir sua carga para células-alvo. Mostramos anteriormente que o meio condicionado 
(MC) e as VEs secretadas pelo TA branco modulam a atividade migratória e proliferativa de 
células de câncer de mama, sugerindo seu papel na modificação do microambiente tumoral 
para um perfil mais maligno. Um dos processos relacionados ao aumento da malignidade 
tumoral é a transição epitelial-mesenquimal (TEM), a qual é definida pela perda de 
características epiteliais e aquisição do fenótipo mesenquimal, acarretando no aumento na 
capacidade migratória e invasiva. Neste estudo, objetivamos caracterizar o secretoma (MC e 
VEs) liberado pelos explantes de TA visceral (TAV) e subcutâneo (TAS) branco de 
indivíduos magros e obesos, e propor possíveis candidatos relacionados ao aumento da 
malignidade observada nas  linhagens de adenocarcinoma mamário humano: MCF-7 (tipo 
luminal A) e MDA-MB-231 (tipo basal). O modelo, já estabelecido em nosso laboratório, é 
realizado a partir da cultura de explantes de TA obtidos de pacientes obesos ou magros que 
foram submetidos à cirurgia bariátrica ou plástica, respectivamente. No MC, o perfil lipídico 
foi analisado por cromatografia gasosa; o painel de adipocinas foi avaliado por Milliplex; a 
carga proteica presente nas VEs foi analisada por proteômica e Western blotting; a 
expressão de marcadores relacionados à TEM nas células tumorais de mama foram 
avaliadas por Western blotting; os fatores de transcrição foram avaliados por q-PCR; o 
ensaio de migração foi realizado através da técnica de wound healing. Nossos resultados 
demonstraram que comparando o MC oriundo dos explantes  de TAS, o TAS obeso 
apresentou maiores níveis TGF-β1, apresentando correlação positiva com o IMC. Ao 
comparar o MC dos explantes  de TAV, o TAV obeso apresentou maiores níveis de IL-6, 
TGF-β 2 e 3, sem correlação com o IMC. Além disso, o TAV obeso apresentou maior 
liberação de ácidos graxos saturados como os ácidos palmítico, láurico, mirístico e 
esteárico, além dos ácidos graxos oleico (monoinsaturado) e linoleico (poliinsaturado). Em 
comparação aos indivíduos magros, as VEs liberadas pelo TA de indivíduos obesos 
apresentaram aumento de proteínas relacionadas à progressão tumoral, como a S100A4, 
S100A11, TGF-β e vimentina. O MC e as VEs do TA obeso induziram o aumento na 
migração das células MCF-7 em comparação ao controle, além de diminuírem a expressão 
do marcador epitelial E-caderina. Nas células MDA-MB-231 não vimos alteração do 
marcador mesenquimal vimentina entre os grupos. As VEs do TA obeso induziram 
diminuição de CDH1, Slug e aumento de Snail nas células MCF-7, enquanto nas células 
MDA-MB-231 também induziram o aumento de Snail. As VEs do TA obeso também 
induziram ativação da via TGF-β/SMAD nas células MCF-7.  Em conjunto, nossos dados 
indicam que as VEs derivadas do TA de indivíduos obesos apresentam proteínas com 
propriedades pró-tumorais que aumentam a malignidade de células tumorais através 
diminuição de E-caderina e aumento de migração. 

 

Palavras-chave: Obesidade. Tecido adiposo. Vesículas extracelulares. Câncer de mama. 

Transição epitelial-mesenquimal. 



ABSTRACT 

 
ANDRADE, Isadora Ramos de.Characterization of the conditioned medium and 
extracellular vesicles profile released by the adipose tissue from obese individuals 
and their effect in breast tumor cells malignancy. 2022. Tese (Doutorado em 
Biociências) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do 
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.  
 
 

Obesity is a multifactorial disease characterized by a meta-inflammation sustained by 
adipose tissue (AT). Evidence has shown that obesity is associated with a worse prognosis 
and an increased risk of death in women with breast cancer, the most common type of 
cancer among women. In addition to releasing adipokines, the AT also secrets extracellular 
vesicles (EVs), which are small membrane vesicles capable of transferring several molecules 
to target cells. We have previously shown that CM and EVs released by white AT modulate 
the migratory and proliferative activity of breast cancer cells, thus suggesting their role in 
modifying the tumor microenvironment to a more malignant profile. One of the processes 
related to the increase in tumor malignancy is the epithelial-mesenchymal transition (EMT), 
which is defined by losing epithelial characteristics and acquiring the mesenchymal 
phenotype, increasing migratory and invasive capacity. In this study, we aimed to 
characterize the secretome (CM and EVs) released by white visceral AT (VAT) and 
subcutaneous AT (SAT) explants from lean and obese patients and to investigate the content 
from obese AT secretome that could be related to the increased malignancy of human breast 
adenocarcinoma lineages: MCF -7 (luminal A-like) and MDA-MB-231 (basal-like). This 
model, already established in our laboratory, is performed from the culture of AT explants 
obtained from obese or lean patients who underwent bariatric or plastic surgery, respectively. 
In the CM, the lipid profile was analyzed by gas chromatography; Milliplex evaluated the 
adipokine panel; the protein load present in the EVs was analyzed by proteomics and 
Western blotting; the expression of EMT-related markers in breast tumor cells was evaluated 
by Western blotting; the migration assay was performed using the wound healing assay. Our 
results showed that comparing SAT depots, those derived from obese patients presented 
higher levels of TGF-β1, showing a positive correlation with BMI. Comparing VAT deposits, 
obese VAT presented higher levels of IL-6, TGF-β 2, and 3, without correlation with BMI. In 
addition, obese VAT showed more significant release of saturated fatty acids such as 
palmitic, lauric, myristic, and stearic, besides oleic (monounsaturated) and linoleic 
(polyunsaturated) fatty acids. Compared to lean individuals, EVs released by the AT from 
obese individuals showed proteins related to tumor progression, such as S100A4, S100A11, 
ANXA, TGF-β, and vimentin. The CM and EVs from obese AT induced an increase in MCF-7 
cells migration compared to the control and decreased the expression of the epithelial 
marker E-cadherin. In MDA-MB-231 cells, we did not observe changes in the mesenchymal 
marker vimentin between groups. The EVs from obese AT induced a decrease in CDH1, 
Slug, and an increase in Snail in MCF-7 cells, while in MDA-MB-231 cells, it also induced an 
increase in Snail. Furthermore, EVs from obese AT also induced activation of the TGF-
β/SMAD pathway in MCF-7 cells. Our data indicate that ET-derived EVs from obese 
individuals carry proteins with pro-tumor properties that increase the malignancy of tumor 
cells through a decrease in E-cadherin expression and increasing migration. 
 

Keywords: Obesity. Adipose tissue. Extracellular vesicles. Breast cancer. Epithelial-

mesenchymal transition. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Obesidade 

 

 

Há mais de 2.500 anos, o médico e filósofo grego Hipócrates, popularmente 

conhecido como pai da medicina, reconheceu que pessoas acima do peso 

apresentavam um maior risco de sofrer morte súbita (HASLAM, 2007). No século 

XVIII, o médico Malcolm Flemyng escreveu um dos dois primeiros livros sobre 

excesso de peso, e afirmou que "corpulência" (ou seja, a obesidade) poderia ser 

considerada uma doença em alguns casos. A ideia de que a obesidade pode ser 

adequadamente chamada de doença não é nova, e se repetiu ao longo dos últimos 

séculos (FLEMYING, 1760; HASLAM, 2007).  

  A obesidade é considerada um dos problemas mais graves de saúde pública, 

porque ela é fator de risco para inúmeras doenças como diabetes tipo II (em 

decorrência da resistência à insulina), hiperglicemia, hipertensão, doenças 

cardiovasculares, dislipidemia, esteatose hepática não alcoólica, câncer, entre 

outras (HURSTING; BERGER, 2010; BONOMINI et al., 2015). O diagnóstico do 

estado nutricional é realizado a partir do índice de massa corporal (IMC), que é 

medido pela divisão do peso (kg) pela altura ao quadrado (m²) do indivíduo, 

estabelecido pela Organização Mundial da Saúde (OMS). O IMC com valor igual ou 

superior a 25 kg/m² indica o sobrepeso, enquanto o valor maior/igual a 30 kg/m² 

classifica a obesidade (OMS, 2021). 

De acordo com a OMS, vivemos uma pandemia de obesidade que afeta 

milhões de pessoas em todo o mundo; a prevalência da obesidade 

aproximadamente triplicou nas últimas 4 décadas (OMS, 2021). Segundo a última 

atualização da OMS, no ano de 2016, mais de 1,9 bilhões de adultos apresentavam 

sobrepeso, e desse número mais de 650 milhões eram obesos. Ou seja, cerca de 

39% da população mundial com idade igual ou superior a 18 anos apresentava 

sobrepeso (39% de homens e 40% das mulheres) e 13% obesidade (11% dos 

homens e 15% das mulheres) (OMS, 2021).  

No século passado, mais particularmente nos últimos 50 anos, a oferta de 

calorias aumentou em todo o mundo. Na década de 1960, a oferta média global de 
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calorias (ou seja, a disponibilidade de calorias para os indivíduos consumirem) era 

de 2200kcal por pessoa por dia, e em 2013, esse número aumentou para 2800kcal. 

O aumento da ingestão calórica, atrelado a diminuição do gasto energético, devido 

a inatividade física (sedentarismo), são a principal causa do excesso de peso e 

obesidade. As mudanças nos padrões de atividade alimentar e física são muitas 

vezes o resultado de mudanças ambientais e sociais associadas ao 

desenvolvimento, além da falta de políticas de apoio em setores como saúde, 

agricultura, transporte, planejamento urbano, meio ambiente, processamento de 

alimentos, distribuição, marketing e educação (WYATT; WINTERS; DUBBERT, 

2006; OMS, 2020).  

Segundo a última pesquisa de 2020, realizada pela Vigitel (Pesquisa de 

Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para Doenças crônicas por Inquérito 

Telefônico), do Ministério da Saúde, a prevalência da obesidade voltou a crescer no 

Brasil. Hoje, no Brasil, mais da metade da população adulta apresenta excesso de 

peso, cerca de 57,5%.  Dentro desse índice, a frequência de adultos obesos é de 

21,5%, valor que aproximadamente dobrou comparado há 14 anos (Vigitel, 2020). 

O percentual de indivíduos obesos é semelhante entre homens (20,3%) e mulheres 

(22,6%). Quanto maior o nível de escolaridade, menor a frequência da obesidade 

em mulheres (Vigitel, 2020).  

Aproximadamente 2,8 milhões de pessoas morrem por ano por 

consequências relacionadas ao excesso de peso (OMS, 2021), alcançando a 5° 

colocação em risco de mortes globais. Só no Brasil, segundo uma pesquisa 

realizada por Rabacow e seu grupo, aproximadamente 168 mil mortes por ano são 

atribuíveis ao excesso de peso e obesidade (RABACOW; AZEREDO; REZENDE, 

2019). Segundo um estudo realizado pela Organização para Cooperação e 

Desenvolvimento Econômico (OECD), no período desse ano até 2050, o excesso 

de peso e as doenças relacionadas reduzirão a expectativa de vida em cerca de 

três anos nos países da OCDE, UE28 e G20. Até 92 milhões de pessoas morrerão 

prematuramente devido ao excesso de peso nos países da OECD, UE28 e G20  

até 2050 (CECCHINI; VUIK, 2019). 
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 Tecido Adiposo 

 

Os mamíferos possuem três diferentes depósitos de tecido adiposo (TA), o 

branco, o marrom, e o bege, os quais além de terem diferentes funções, também 

apresentam composição, coloração e localidades diferentes (FRIGOLET; 

GUTIÉRREZ-AGUILAR, 2020) (Figura 1).  Na figura abaixo podemos observar os 

principais depósitos do TA, o branco e marrom. 

O TA marrom é menos distribuído nos seres humanos; na fase pós-natal é 

identificado apenas em algumas regiões do corpo, como a cervical, supraclavicular, 

axilar, periaórtica, inguinal e paravertebral (REDINGER et al., 2009). As células 

adiposas que compõem o TA marrom são multiloculares e apresentam um alto 

número de mitocôndrias, responsáveis pela coloração marrom, devido a presença 

de citocromos e também do heme das hemeproteínas que compõem a cadeia 

respiratória (FONSECA-ALANIZ et al., 2006; KIESS et al., 2008). Este tecido é o 

principal regulador da termogênese em resposta à ingestão de alimentos e ao frio 

(RÀFOLS, 2014), que ocorre através da proteína de desacoplamento (UCP1) 

presente na membrana interna mitocondrial (NAKAMURA Y; NAKAMURA K, 2018).  

Os adipócitos do TA bege também expressam a proteína  UCP1 e 

mostraram-se suscetíveis ao aparecimento em resposta a certos estímulos, como 

exercícios, exposição ao frio ou alguns hormônios, como por exemplo 

norepinefrina, irisina e hormônios tireoidianos (HU; CHRISTIAN; 2017). Embora os 

adipócitos bege possuam características semelhantes aos marrons, como sua 

morfologia (eles contêm vários vacúolos lipídicos), eles apresentam diferentes 

localizações anatômicas. Enquanto os adipócitos bege estão imersos nas regiões 

subcutâneas do TA branco, os adipócitos marrons são essencialmente encontrados 

nas regiões superficiais acima mencionadas (HARMS; SEALE, 2013). 

O TA branco constitui o principal componente do TA do corpo e encontra-se 

disperso por diversas partes do corpo. Os principais depósitos do TA branco são os 

viscerais - que compreendem a região intra-abdominal, ao redor do omento, 

intestinos e áreas perirenais, e os depósitos subcutâneos - que compreendem as 

regiões das nádegas, coxas e abdômen, sob a pele, e na mama (em mulheres)  

(GESTA et al., 2007). Os adipócitos do TA branco são uniloculares e  apresentam 

menos vascularização e inervação do que o TA marrom. Este tecido é 
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especializado no armazenamento de energia, na forma de triacilglicerol (TG), e 

libera ácidos graxos via lipólise para manter a homeostase metabólica, além de ser 

um importante órgão endócrino (REDINGER, 2009).  

 

Figura 1 - Principais depósitos de tecido adiposo e as localizações anatômicas em 

humanos   

 

Fonte:  Figura baseada em Gesta et al., 2007. 
Legenda: Existem dois tipos principais de TA, o TA branco (TAB) - rico em lipídios (armazenamento 

de energia) e o TA marrom (TAM) - rico em mitocôndrias (queima de energia). Os adipócitos 
do TAM e do TAB emergem de linhagens distintas do destino celular; no entanto, o TAB 
pode converter em gordura metabolicamente ativa através do processo de “browning” 
(escurecimento). O TAB é encontrado em muitos locais anatômicos. Os maiores depósitos 
do TAB são subcutâneos (sob a pele; por exemplo, inguinal, glútea e femoral) e viscerais 
(dentro da cavidade abdominal, entre os órgãos; por exemplo, omental, mesentérico e 
epicárdico). Depósitos menores de TAB são encontrados em torno dos vasos sanguíneos 
(perivasculares, que regulam o tônus vascular), dentro da medula óssea (que regulam a 
remodelação óssea) ou como depósitos ectópicos em órgãos específicos (por exemplo, 
doença hepática não alcoólica, pâncreas gorduroso ou  gordura intramuscular. Esses 
depósitos adiposos têm características moleculares únicas; portanto, a distribuição do peso 
tem importantes consequências biológicas. Por exemplo, a maioria dos adipócitos viscerais 
tem densidade mitocondrial um pouco mais alta, são mais lipolíticos, são menos sensíveis à 
insulina, produzem menos leptina e contribuem com mais ácidos graxos livres circulantes 
em comparação aos adipócitos subcutâneos e, portanto, têm uma associação mais forte 
com a síndrome metabólica.  

   

Existem ainda os chamados adipócitos rosas, devido a coloração que 

adquirem durante a gestação e lactação. Estas, são células alveolares secretoras 
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de leite, que podem surgir a partir da transdiferenciação de adipócitos brancos 

durante a gravidez e lactação; elas são caracterizadas por gotículas lipídicas 

abudantes, microvilosidades na superfície apicale grânulos contendo leite (CINTI, 

2018). 

O TA branco, além dos adipócitos, contém células endoteliais, células 

nervosas, células do sistema imune (monócitos/macrófagos, linfócitos T e B, células 

dendríticas, mastócitos, neutrófilos e eosinófilos), além de pericitos, fibroblastos, 

miócitos, células-tronco derivadas do próprio TA e os pré-adipócitos (células 

precursoras dos adipócitos), as quais compõem a fração vascular do estroma 

(WOZNIAK et al., 2009; RÀFOLS, 2014; EXLEY et al., 2014; VIEIRA-POTTER et 

al., 2014) (Figura 2). 

 

Figura 2 - Componentes do tecido adiposo 

 

Fonte: Adaptado de Ouchi, 2011.  
Legenda: Os adipócitos são os principais componentes do TA, e são cruciais para o armazenamento 

de energia e atividade endócrina. Há também as células precursoras (pré-adipócitos), 
fibroblastos, células vasculares (células endoteliais e musculares lisas) e células do sistema 
imune, as quais juntas constituem a fração vascular estromal do TA. Os vasos sanguíneos 
no TA são necessários para o bom fluxo de nutrientes e oxigênio para os adipócitos, e são 
as vias condutoras que permitem a distribuição de adipocinas. As células vasculares 
também secretam, e são sensíveis às proteínas secretadas pelo TA. Outros componentes 
do TA incluem macrófagos e células T, que têm papéis principais na determinação do seu 
estado imune. Os fibroblastos presentes na matriz extracelular fornecem suporte mecânico 
para o tecido. Os fatores que são secretados pelas diferentes células componentes são 
fundamentais para manter a homeostase no TA e o corpo. 
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A transformação conceitual do TA como um órgão passivo de 

armazenamento de energia para um participante ativo da regulação hormonal da 

homeostase ocorreu em 1994, quando foi identificado como fonte do hormônio 

leptina (ZHANG et al., 1994). Tal achado abriu as portas para uma nova era de 

pesquisas focadas na endocrinologia desse tecido (ZHANG et al., 1994). Desde 

então, sabe-se que ele é responsável pela síntese e secreção de uma série de 

peptídeos bioativos, conhecidos como adipocinas. O termo adipocina inclui mais de 

50 citocinas, quimiocinas, fatores semelhantes a hormônios e outros mediadores, 

que atuam tanto a nível autócrino/parácrino, quanto endócrino, podendo ser anti ou 

pró-inflamatórios (PROENÇA et al., 2014) (Figura 3). As adipocinas participam na 

regulação do metabolismo da glicose e lipídios, homeostase energética, 

comportamento alimentar, sensibilidade à insulina, inflamação, imunidade, função 

vascular e adipogênese (ROMACHO et al., 2014). 

 

Figura 3 - Processos metabólicos e fisiológicos regulados pela liberação de 

adipocinas pelo tecido adiposo branco  

 

Fonte: Adaptado de Esteve Ràfols, 2014. 
Legenda: O tecido adiposo tem um papel endócrino muito importante para a homeostase. 
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Inflamação Crônica de Baixo Grau do Tecido Adiposo Causada pela Obesidade  

 

 

O desbalanço energético causado pelo aumento da ingestão calórica em 

detrimento do gasto energético leva ao aumento da quantidade de ácidos graxos 

livres, os quais são esterificados com o glicerol, produzindo triacilglicerol, que se 

acumula nos adipócitos, resultando em sua hipertrofia (GUH et al., 2009). A 

expansão do TA na obesidade também se caracteriza pelo aumento do número de 

adipócitos através da diferenciação dos pré-adipócitos em adipócitos (hiperplasia 

ou adipogênese) (ARNER; SPALDING, 2010). Durante o processo de expansão do 

TA, no decorrer do desenvolvimento da obesidade, ocorre um quadro de alterações 

metabólicas, como mostrada na Figura 4, e que será discutida nesta seção. 

 Enquanto o TA  ocupa de  20 a 28% da massa corporal de indivíduos 

saudáveis, nos indivíduos obesos, pode ocupar até até 80% da massa corporal 

(THOMAS et al., 1998). A hipertrofia dos adipócitos per se gera uma mudança no 

perfil metabólico dos adipócitos (UNGER et al., 2010). O excesso de ácidos graxos 

produzidos pelos adipócitos disfuncionais pode romper membranas celulares de 

células adjacentes, podendo estimular  a atividade de inflamossomas presentes nos 

macrófagos e nos monócitos, que podem desencadear a cascata de ativação do 

fator nuclear κB (NFκB) (WEN et al., 2011), o qual está diretamente relacionado 

com a transcrição de citocinas inflamatórias, como o fator de necrose tumoral (TNF-

α), interleucina (IL)-6, IL-1, prostaglandina 2 (PGE2) (FAIN, 2006; OUCHI et al., 

2011). O palmitato, por exemplo, pode desempenhar um papel na ativação do 

receptor do tipo Toll (TLR4) (GLASS e OLEFSKY, 2012), também podendo levar a 

ativação de NFκB (MALONEY et al., 2009). 

A hipertrofia dos adipócitos também pode desencadear a morte celular por 

necrose (CINTI et al., 2005), que envolve a ruptura da membrana celular e a 

liberação do conteúdo celular no microambiente, como lipídios, citocinas e padrões 

moleculares associados a danos (DAMPs), ácidos graxos, adenosina trifosfato 

(ATP), espécies reativas de oxigênio (EROS), colesterol e ácidos nucléicos (ZHOU 

et al., 2010; MARIATHASAN et al., 2011; WEN et al., 2011). Esses sinais são os 

principais estímulos para o acúmulo de macrófagos fagocitários no TA (WEISBERG 

et al., 2003). Mais de 90% dos macrófagos presentes no TA de indivíduos obesos 

estão diretamente associados com os adipócitos hipertróficos, onde circundam os 
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adipócitos, formando as chamadas estruturas em forma de coroa (CLS) (CINTI et 

al., 2005). Células inflamatórias, principalmente os macrófagos, podem 

compreender até 50% das células presentes no TA de indivíduos obesos, quando 

normalmente constituem cerca de 5-10% das células presentes no TA de indivíduos 

magros (WEISBERG et al., 2003). Essa infiltração maciça dos macrófagos no TA 

exacerba o quadro de inflamação crônica, que não só modifica o metabolismo local, 

como também desequilibra a homeostase de forma sistêmica (BERG e SCHERER, 

2005; KANDA et al., 2006; MAURY et al., 2007). 

Os macrófagos são células altamente plásticas, a caracterização dos 

macrófagos dentro do paradigma linear 'M1-M2' tem sido reavaliada, pois agora se 

sabe que os macrófagos podem adotar uma grande quantidade de estados de 

ativação. Os macrófagos presentes no TA obeso, são na sua maioria, classificados 

como M1 ou pró-inflamatórios, hoje também podem ser funcionalmente 

subdivididos pela expressão do cluster de diferenciação 11c (CD11c), também 

conhecido como integrina alfa X), um marcador clássico de células dendríticas. 

Essa fração CD11c+ está diretamente relacionada a resistência  à insulina e às 

CLS (NGUYEN et al., 2007; PATSOURIS et al., 2008; SHAUL et al., 2010; QUAIL; 

DANNENBERG, 2019). A secreção de quantidades aumentadas de adipocinas pró-

inflamatórias pelos adipócitos hipertróficos, como a proteína 1 quimioatraente de 

monócitos (MCP-1), TNF-α, IL-6, IL-8, inibidor do fator do plasminogênio tipo 1 

(PAI-1) e leptina (OUCHI et al., 2011), levam não só a infiltração de macrófagos, 

mas também linfócitos B, T CD8, alterando significativamente o microambiente do 

TA (QUAIL; DANNENBERG, 2019). 

Outra consequência da hipertrofia dos adipócitos é a hipóxia, diminuição do 

aporte de oxigênio, causada pela limitação física dos vasos sanguíneos presentes 

no TA, responsáveis pelo suprimento desses grandes adipócitos (YE, 2009). Esta, 

por sua vez, está associada à manutenção da  expressão do fator induzido por 

hipóxia (HIF-1α) por esses adipócitos, cujo aumento está associado a inibição da 

síntese de adiponectina e aumento de PAI-1 (CHEN et al., 2006), indução do 

aumento da produção de leptina, expressão de metaloproteinases (MMP) 2 e 9 e 

do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (LOLMÈDE et al., 2003; YE, 

2007; HOSOGAI et al., 2007; HURSTING e BERGER, 2010; BONOMINI et al., 

2015). 
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Figura 4 - Evolução do microambiente do tecido adiposo durante a obesidade 

 

Fonte:  Adaptado de Quail e Dannenberg, 2019. 
Legenda:Durante condições saudáveis de peso corporal (homeostase metabólica), o microambiente 

do tecido adiposo é bem vascularizado e rico em citocinas anti-inflamatórias (como IL-4, IL-
10 e IL-13) e, como consequência, hospeda uma variedade de células imunes do tipo 2, 
incluindo macrófagos do tipo M2, células linfóides inatas do tipo 2, células T auxiliares do 
tipo 2 (TH2) e eosinófilos produtores de IL-4. Em resposta ao ganho de peso corporal ou 
obesidade metabólica, os adipócitos sofrem hiperplasia e hipertrofia; a medida que o 
suprimento vascular se torna limitado, essas células ficam estressadas ou morrem. Isso 
libera DAMPs no microambiente, que acionam a infiltração e a ativação de células do 
sistema imune inato (por exemplo, células dendríticas, macrófagos e granulócitos). Esses 
efeitos promovem o desenvolvimento CLS e respostas imunes do tipo 1 (pró-inflamatórias). 
Essa resposta inclui acúmulo de citocinas do tipo 1 (por exemplo, TNF, IFNγ, IL-1β e IL-6) e 
células imunes pró-inflamatórias, incluindo vários granulócitos, células linfóides inatas do 
tipo 1, células B e células T CD8+, que perpetuam a resposta inflamatória crônica. 
Macrófagos são altamente diversificados dentro do microambiente do tecido adiposo obeso; 
aqueles associados à CLS (macrófago associado ao CLS, CAMφ) proliferam e expressam 
os marcadores de superfície celular CD11c e CD9, enquanto aqueles que estão mais 
distantes (não - CAMφ) expressam o antígeno linfocitário 6C (Ly6C). Essas alterações 
inflamatórias coincidem com fibrose crônica e inflamação vascular, que se alimentam para 
sustentar a inflamação (Células Treg IL-10hi, células reguladoras T produzindo altos níveis de 
IL-10; ILC1, células linfóides inatas do tipo 1; MDSC, células mielóide supressoras). 
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Obesidade e a Incidência de Câncer 

 

 

O câncer pode ser causado tanto por fatores externos quanto internos. Os 

fatores externos incluem o meio ambiente, exposição à radiação e agentes 

infecciosos, estilo de vida do indivíduo - tabagismo, alcoolismo, má alimentação, 

obesidade, sedentarismo, entre outros - (BLOT e TARONE, 2015). Os fatores 

internos são, na maioria das vezes, mutações genéticas herdadas, modificações 

hormonais ou condições imunológicas, que estão ligadas a capacidade do 

organismo de se defender das agressões externas. Todos esses fatores podem 

agir em conjunto ou em sequência para causar o câncer (TORRE et al., 2015; 

American Association for Cancer Research, 2019). Nos Estados Unidos, por 

exemplo, o excesso de peso/obesidade é o segundo principal desencadeador do 

câncer, perdendo apenas para o tabagismo o (ISLAMI et al., 2018; American 

Association for Cancer, 2019) (Figura 5). 

Diversos estudos epidemiológicos já relataram que a obesidade e o 

sobrepeso são fatores de risco para o desenvolvimento de até 13 tipos de câncer, 

como o de cólon, endométrio, mama, pulmão, rins, esôfago, pâncreas, vesícula 

biliar, fígado, entre outros (Figura 6) (CALLE; KAAKS, 2004; WISEMAN, 2008; 

LICHTMAN, 2010; BRAY et al. 2018, CDC, 2021). No mundo, o excesso de peso é 

responsável por até 4% de todos os casos de câncer (SIEGEL; MILLER, 2017). 

Um estudo realizado por Rezende e colaboradores calculou a incidência de 

câncer atribuído ao IMC elevado, no Brasil. De todos os novos casos de câncer no 

Brasil em 2012, 3,8% foram atribuíveis ao IMC elevado, com uma maior incidência 

em mulheres (5,2%) do que em homens (2,6%). A projeção para o ano de 2025 é 

de um aumento para 4,6% dos casos de câncer atribuíveis ao IMC elevado, 

permanecendo-se com uma maior incidência entre as mulheres (DE REZENDE et 

al., 2018). Um outro estudo realizado com mais de 900 mil adultos norte-

americanos, revelou que a proporção de todas as mortes causadas por câncer, 

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). Corroborando 

tais achados, estimou-se que cerca de 3,6% dos novos casos de câncer em 

adultos, no ano de 2012, poderiam ser atribuídos ao alto IMC (ARNOLD et al., 

2015). A obesidade leva a um pior prognóstico e aumento da mortalidade 
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relacionada ao câncer (KAIDAR-PERSON et al., 2011; PAREKH et al., 2012), sobre 

a hipótese dessas relações serem causais, as implicações para a saúde pública 

dos Estados Unidos são impactantes, pois mais de 90 mil mortes por ano poderiam 

ser evitadas se a população mantivesse o índice de massa corporal normal (IMC 

=18,5-24,9) ao longo da vida (CALLE et al., 2003). 

 

Figura 5 – Fatores que aumentam o risco do desenvolvimento do câncer 

 

Fonte: Adaptado de American Association for Cancer Research, 2019. 
Legenda:Diversos fatores que levam ao aumento do risco do desenvolvimento de diferentes tipos de 

câncer  
. 

  

 

 

 

 



27 

Figura 6 – Os 13 tipos de câncer associados ao sobrepeso/obesidade  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte:  Adaptado de Centro para Controle de Doenças e Prevenção (do inglês, Centers for Disease 
Control and Prevention – CDC), 2021. 

Legenda: Os 13 tipos de câncer associados ao sobrepeso/obesidade e inatividade física. Os 
cânceres associados à obesidade são mostrados em vermelho; os cânceres associados à 
inatividade física são mostrados em azul claro; os cânceres associados a ambos são 
mostrados inatividade física são mostrados em azul claro; os cânceres associados a ambos 
são mostrados em azul escuro. 

 

Câncer 

 

Câncer é o termo dado a um conjunto amplo de mais de 100 doenças que 

pode afetar qualquer parte do corpo (HANAHAN; WEINBERG, 2000). A 

carcinogênese é um processo que ocorre em etapas (MARTÍN DE CIVETTA; 

CIVETTA, 2011), as quais refletem alterações genéticas que levam à 

transformação progressiva de células normais em malignas (BALMAIN, 1993). De 

acordo com observações experimentais, foram estabelecidos três princípios 

básicos para a iniciação do processo de carcinogênese (COHEN; ELLWEIN, 1991).  
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O primeiro princípio descreve que o câncer surge a partir de erros genéticos 

em células anteriormente normais, mediante um carcinógeno ou espontaneamente. 

A base da carcinogênese genética começou inicialmente por Boveri, com sua teoria 

da mutação somática (BOVERI, 1914). Mais recentemente, com o avanço da 

biologia molecular e a descoberta de oncogenes e genes supressores, a evidência 

desse princípio tornou-se definitiva (PIMENTEL, 1986; STANBRIDGE, 1990; 

BISHOP, 1991). O segundo princípio básico descreve que é necessário que mais 

de um erro genético ocorra para que haja o desenvolvimento do câncer 

(BERENBLUM; SHUBIK, 1947; BERENBLUM, 1954; WEINSTEIN, 1988). O 

terceiro e último princípio baseia-se na etapa de replicação do DNA, que não ocorre 

com 100% de fidelidade. Logo, a cada replicação, há uma nova oportunidade para 

a ocorrência de mutações somáticas, contribuindo para a carcinogênese 

(MENDELSOHN, 1990; LEWIN; DOVER, 1994; CAHILL et al., 1999; FRANK; 

NOWAK, 2004).  

Além da etapa de iniciação, foram estabelecidas mais três etapas no 

desenvolvimento tumoral: promoção, conversão maligna, e progressão (WESTON; 

HARRIS, 2003; MARTÍN DE CIVETTA; CIVETTA, 2011). A etapa de promoção 

compreende a expansão clonal de células iniciadas, geneticamente alteradas. Os 

promotores tumorais (oncopromotores) não são carcinogênicos per se, eles são 

caracterizados por sua capacidade de reduzir o período de latência para a 

formação do tumor após a exposição de um tecido a um iniciador de tumor, ou de 

aumentar o número de tumores formados nesse tecido. Além disso, eles induzem a 

formação de tumores em conjunto com uma dose de um iniciador, que é muito 

baixa para ser carcinogênico sozinho. Entretanto, o aumento do número de células 

devido a expansão clonal propicia o risco de novas alterações genéticas e 

malignidade (WESTON; HARRIS, 2003). A etapa de conversão maligna consiste na 

transformação de uma célula pré-neoplásica no fenótipo maligno, que requer mais 

alterações genéticas. Essas alterações adicionais podem resultar da infidelidade da 

síntese de DNA e também podem ser mediadas pela ativação de protooncogenes e 

inativação de genes supressores de tumor. (ORDMAN et al., 1985; MARTÍN DE 

CIVETTA; CIVETTA, 2011). A última etapa, de progressão, caracteriza-se pela 

multiplicação descontrolada e irreversível dessas células, as quais apresentam 

características cada vez mais agressivas, com a capacidade de invadir outros 
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tecidos e órgãos, gerando o quadro de metástase (MAREEL e LEROY, 2003; 

MARTÍN DE CIVETTA e CIVETTA, 2011). 

As células tumorais não inventam novos mecanismos para progredirem, mas 

manipulam moléculas e células já existentes, a fim de contornar os mecanismos de 

proteção que atuam para impedir a formação de um tumor. Os hallmarks (marcas) 

do câncer foram propostos como um conjunto de capacidades adquiridas pelas 

células à medida que passam de estados de nomalidade para estados de 

crescimento neoplásicos, os quais são cruciais para a formação de tumores 

malignos (HANAHAN e WEINBERG, 2000). Hanahan e Weinberg propuseram 

inicialmente seis marcas que estariam relacionadas a esse processo de progressão 

tumoral; como a capacidade de sustentar a auto-sinalização para a proliferação; 

inibição de supressores do crescimento; imortalidade replicativa; indução da 

angiogênese, resistência à apoptose; invasão e metástase (HANAHAN e 

WEINBERG, 2000).  

Com o avanço das pesquisas na área do câncer, foram caracterizados 

outros hallmarks envolvidos na progressão tumoral, como inflamação, instabilidade 

genômica, mutação, escape do sistema imune e o desbalanço energético 

(HANAHAN e WEINBERG, 2011). E 11 anos depois, no presente ano de 2022, 

foram adicionados mais quatro hallmarks, como o desbloqueio da plasticidade 

fenotípica, células senescentes, reprogramação epigenética não mutacional e 

microbiomas polimórficos, totalizando 14 hallmarks descritos por estarem 

envolvidos na progressão tumoral (Figura 7) (HANAHAN, 2022). Estes, em 

conjunto, constituem uma organização essencial para a compreensão das doenças 

neoplásicas (HANAHAN, 2022).  

As células tumorais são capazes de controlar os hallmarks do câncer por 

meio de pequenas vesículas de membranas chamadas vesículas extracelulares 

(VEs). As VEs são capazes de modular o microambiente tumoral, bem como as 

VEs liberadas pelo microambiente podem modular as células tumorais (WEBBER, 

YEUNG; CLAYTON, 2015; DOS ANJOS PULTZ et al., 2017; GOPAL et al., 2017). 

No tópico a seguir focaremos nas VEs. 
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Figura 7 – Hallmarks envolvidos na progressão tumoral 

 

 

Fonte: Adaptado de Hanahan, 2022. 
Legenda:  Os hallmarks (marcas) do câncer foram propostos como um conjunto de capacidades 

funcionais adquiridas pelas células à medida que avançam da normalidade para estados de 
crescimento neoplásico, mais especificamente capacidades que são cruciais para sua 
capacidade de formar tumores malignos.  Inicialmente, no ano 2000, foram propostos seis 
hallmarks que estariam relacionados ao processo de progressão tumoral -  a capacidade de 
sustentar a auto-sinalização para a proliferação, inibição de supressores do crescimento; 
imortalidade replicativa; indução da angiogênese, resistência à apoptose; invasão e 
metástase. Em 2011 foram adicionados mais cinco hallmarks - inflamação, instabilidade 
genômica, mutação, escape do sistema imune e o desbalanço energético. No presente ano 
de 2022, foram adicionados mais quatro hallmarks, como o desbloqueio da plasticidade 
fenotípica, células senescentes, reprogramação epigenética não mutacional e microbiomas 
polimórficos, totalizando 14 hallmarks descritos por estarem envolvidos na progressão 
tumoral. 

 

Assim como a obesidade, o câncer atualmente é um dos principais 

problemas de saúde pública no mundo. Globalmente, no ano de 2012, houve cerca 

de 14 milhões de novos casos de câncer, e é esperado que o número de novos 

casos aumente em até 70% nas próximas 2 décadas (FERLAY et al., 2015). 

Segundo a sociedade Americana do Câncer (do inglês, American Cancer Society) 

Unidos, foi estimado para o ano de 2021, 1,9 milhões de novo casos 

diagnosticados de câncer, com aproximadamente 610 mil mortes. Para o Brasil, 

segundo dados do Instituto Nacional do Câncer (INCA), a estimativa é de que para 
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cada ano do triênio 2020-2022 ocorrerão cerca de 625 mil novos casos de câncer. 

O câncer de pele não melanoma será o mais incidente (177 mil), seguido pelos 

cânceres de mama e próstata (66 mil cada), cólon e reto (41 mil), pulmão (30 mil) e 

estômago (21 mil).  

 

 

Vesículas Extracelulares 

  

As VEs são pequenas vesículas de membrana liberadas por todos os tipos 

celulares, que apresentam papel primordial na comunicação celular, atuando de 

forma parácrina ou sistêmica (COLOMBO; RAPOSO; THÉRY, 2014; TUAL-

CHALOT et al., 2011). Recentemente, a Sociedade Internacional de Vesículas 

Extracelulares (ISEV) propôs recomendações baseadas na padronização da coleta 

de amostras, métodos de isolamento e análises nas pesquisas de VEs (WITWER et 

al., 2013). Contudo, embora tenham sido feitos esforços para homogeneizar os 

protocolos, a dificuldade de definição entre os diferentes tipos de VEs ainda são 

observáveis na literatura. As principais VEs estudadas são os exossomos e as 

micropartículas (MPs) ou microvesículas (MVs), que se diferem em termos de 

biogênese, morfologia, tamanho e via de secreção (TUAL-CHALOT et al., 2011; 

GACEB et al., 2014) (Figura 8). 

Os exossomos apresentam aproximadamente entre 10 a 100 nm de 

diâmetro, são originados a partir de compartimentos endossomais celulares, 

através da invaginação mediada por endocitose de fragmentos de membrana que 

se fundem para formarem os corpos multivesiculares (RAPOSO; STOORVOGEL, 

2013; MILBANK et al., 2016). Já as MPs são as vesículas maiores, apresentando 

aproximadamente 0,1 a 1 μm de diâmetro, (WOLF, 1967), sendo liberadas por 

brotamento de membrana após ativação celular química ou física, ou durante o 

processo de apoptose. Essa ativação estimula a indução de um aumento constante 

da concentração de cálcio intracelular, levando a uma proteólise dependente de 

cálcio das proteínas do citoesqueleto (MIYOSHI et al., 1996; YAN et al., 2009). 

Esse aumento também induz mudanças na atividade de transportadores de 

fosfolípidos, induzindo a externalização da fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina 

(LARSON et al., 2012), as quais estão localizadas naturalmente na parte interna da 

membrana plasmática. Como resultado do excesso de carga negativa devido a 
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exposição desses fosfolipídios, também ocorre a ruptura da membrana para 

posterior liberação de MPs (PANATALA; HENNRICH; HOLTHUIS, 2015). 

 

Figura 8 – Biogênese e caracterização das vesículas extracelulares 

 

Fonte: Adaptado de Linxweiler e Junker, 2020. 
Legenda: As microvesículas ou micropartículas (Evs grandes, 100–1.000 nm) são secretadas por 

brotamento da membrana plasmática; exossomos (pequenas VEs, 50-150 nm) são 
formados por brotamento interno de vesículas intraluminais endocíticas tardias chamadas 
corpos multivesiculares (MVBs), que se fundem com a membrana plasmática para liberar 
os exossomos no espaço extracelular.  Estrutura e conteúdo dos exossomas (pequenos 
EVs). Os exossomos são caracterizados por marcadores de superfície específicos, como 
tetraspaninas, complexo de classificação endossomal necessário para proteínas de 
transporte (ESCRT) e moléculas de adesão, e contêm RNAs e DNA codificadores e não 
codificantes (nc), bem como proteínas. ALIX, proteína X que interage com ALG-2; 
dsDNA, DNA de fita dupla; ILV, vesícula intraluminal; miRNA, microRNA; ssDNA, DNA de 
fita simples. 

  

 A fosfatidilserina, inclusive, é um dos marcadores utilizados para 

identificação de MPs, no entanto, apenas aproximadamente 50% das MPs a expõe 

em sua superfície (ARRAUD et al., 2014). Diversas vias de sinalização que 
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conduzem a um aumento da concentração intracelular de cálcio estão implicadas 

nos mecanismos de liberação de MPs, assim, as EROS (BURGER et al., 2011), 

Rho associado a quinase (ROCK-1) (SEBBAGH et al., 2001) e a quinase regulada 

por sinal extracelular (ERK) (KUNZELMANN-MARCHE; FREYSSINET; MARTÍNEZ, 

2002) são alguns dos possíveis mecanismos moleculares na indução da liberação 

das MPs.  

As VEs medeiam a comunicação celular através do carreamento de 

proteínas, lipídios e ácidos nucleicos (como miRNA e RNAm). Seu conteúdo 

depende do estímulo e da célula de origem, apresentando um perfil altamente 

heterogêneo (COLOMBO; RAPOSO; THÉRY, 2014). Uma vez liberadas, as VEs 

assumem as suas funções de comunicação célula-célula através da interação com 

suas células receptoras, que pode ser realizada de diferentes formas, como por 

exemplo através da fusão com a membrana ou ligação a receptores presentes na 

superfície da membrana (VAN NIEL; D'ANGELO; RAPOSO, 2018). 

As VEs apresentam ação sistêmica e desempenham um papel importante na 

homeostase (MARTINES e ANDRIANTSITOHAINA, 2011; DEL CONDE et al., 

2005; COLOMBO; RAPOSO, 2014), como também em inúmeras doenças 

inflamatórias, nas quais encontra-se aumentada na circulação, como artrite 

reumatoide, lúpus eritematoso (KNIJFF‐DUTMER et al., 2002; PEREIRA et al., 

2006) e diferentes tipos de câncer (KANAZAWA et al., 2003; KIM et al., 2003). Há 

cada vez mais estudos relacionando o papel das VEs no câncer, e mais 

recentemente, o papel das VEs liberadas pelo TA na progressão tumoral (MORAES 

et al., 2021), como focaremos na próxima seção. Hoje já se sabe que as VEs 

liberadas por células tumorais são capazes de modular o microambiente tumoral a 

seu favor, por meio de diferentes mecanismos, promovendo assim a progressão 

tumoral. E de forma bidirecional, as células presentes no microambiente tumoral 

também podem liberar VEs e facilitarem o desenvolvimento do tumor (WEBBER, 

YEUNG; CLAYTON, 2015; DOS ANJOS PULTZ et al., 2017; GOPAL et al., 2017). 

  

 

Obesidade e o Microambiente Tumoral  

  

O TA serve como reservatório de adipocinas pró-inflamatórias na obesidade, 

que funcionam não apenas de maneira parácrina, mas também têm um efeito 
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sistêmico ao permitir a comunicação com locais distantes. Diversas adipocinas e 

hormônios como leptina, insulina, TNF-α, IL-6, IL-8 IL-1β, CCL2,  desempenham 

um papel importante na progressão do tumor (CALLE; KAAKS, 2004; IYENGAR et 

al., 2013; NIEMAN et al., 2013; SIMPSON e BROWN, 2013). Tais adipocinas são 

capazes de ativarem diferentes vias de sinalização relacionadas à proliferação, 

sobrevivência e invasão como a PI3K/Akt, ERK/MAPK, JAK/STAT3, entre outras, 

que possibilitam a progressão tumoral (BOOTH et al., 2015; HOPKINS, 

GONÇALVES, CANTLEY, 2016; QUAIL, DANNENBERG, 2019). 

 O excesso de ácidos graxos circulantes na obesidade (BODEN, 2008), 

também tem sido correlacionado com a progressão tumoral (NIEMAN et al., 2011; 

BALABAN et al., 2017; BINKER-COSEN et al., 2017). O fenótipo lipogênico é um 

dos hallmarks metabólicos do câncer, as células cancerígenas em rápido 

crescimento requerem quantidades relativamente grandes de ácidos  graxos para 

suportar diferentes processos celulares. As células tumorais liberam sinais 

lipolíticos, como por exemplo, catecolaminas, citocinas pró-inflamatórias, que são 

capazes de estimular a lipólise nos adipócitos adjacentes para prover energia para 

o seu crescimento (ATTANÉ; MULLER, 2020). Além disso, muitas enzimas 

lipogênicas estão superexpressas em células tumorais para permitir a lipogênese 

(KUO; ANN, 2018). Já foi demonstrado que células de câncer de mama e de ovário, 

por exemplo, podem utilizar os ácidos graxos liberados pelos adipócitos vizinhos 

como fonte para a sua progressão tumoral (NIEMAN et al., 2011; BALABAN et al., 

2017) (Figura 9). 

Antigamente acreditava-se que a comunicação entre os adipócitos, outras 

células do TA, e outros tecidos, ocorriam apenas através das citocinas e de fatores 

solúveis. Entretanto, as VEs foram identificadas como novas formas de 

comunicação entre o TA, outros tecidos, e também com as células tumorais 

(HARTWIG et al., 2019; MORAES et al., 2021). Nosso grupo já demonstrou que 

pacientes obesos apresentam uma maior quantidade de VEs na circulação, bem 

como uma maior liberação destas pelo TA, o que poderia ser responsável por esse 

aumento observado na circulação (RENOVATO-MARTINS et al., 2017). Além 

disso, também demonstramos que o TA de indivíduos obesos secreta VEs ricas em 

leptina e MMP-9, as quais foram capazes de modificar as capacidades biológicas in 

vitro de células de câncer de mama em direção a um fenótipo mais agressivo por 
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meio de modificações de sinalização intracelular sustentadas pela comunicação 

célula-célula (RAMOS-ANDRADE et al., 2020).   

Tendo em vista o papel crescente das VEs na obesidade e seu envolvimento 

com a progressão tumoral, nosso grupo realizou uma revisão bibliográfica 

discutindo de que maneira as VEs derivadas do TA são capazes de modular os 

hallmarks do câncer para a progressão tumoral (figuras 10 e 11) (MORAES et al., 

2021). Clement e colaboradores demonstraram que exossomos derivados de 

adipócitos são capazes de transferir tanto enzimas necessárias para a fosforilação 

oxidativa, quanto o próprio substrato, para células de melanoma, aumentando o seu 

potencial migratório (CLEMENT et al., 2020). Além disso, já foi demonstrado que 

exossomos derivados de adipócitos maduros apresentam alta expressão de miRNA 

23 a/b, os quais induziram em células de hepatocarcinoma aumento de proliferação 

e migração, via diminuição do supressor tumoral VHL e aumento de HIF-1α, via 

miRNA 23a/b (LIU et al., 2019). La Camera e colaboradores demonstraram que 

exossomos derivados de adipócitos diferenciados a partir de pré-adipócitos 

aumentaram a malignidade de células tumorais de mama através do aumento da 

atividade de HIF-1α, que promoveu a TEM e aumento de migração e invasão 

dessas células (LA CAMERA, 2021). É importante ressaltar que essa comunicação 

ocorre de forma bidirecional, tanto as células do tecido adiposo quanto as células 

tumorais podem liberar e receber vesículas e, assim, modular o fenótipo uma da 

outra para um perfil pró-tumoral (LAZAR et al., 2016). 
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Figura 9 - O microambiente da mama e os principais desencadeadores do câncer 

de mama na obesidade 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Brown, 2021. 
Legenda: Os tumores de mama são cercados, e às vezes infiltrados, por células adiposas da mama, 

incluindo adipócitos, células do estroma adiposo e células imunes. A obesidade está 
associada à expansão do TA e aumento da liberação de adipocinas, bem como à disfunção 
dos adipócitos e morte celular, que levam ao recrutamento de células imunes e à liberação 
de mediadores inflamatórios. As células estromais adiposas produtoras de estrogênio 
respondem a mudanças no microambiente tumoral aumentando sua expressão de 
aromatase, levando ao aumento da produção de estrogênio. O aumento da biomassa 
tecidual também está associado tanto à hipóxia quanto à angiogênese. A hiperglicemia e a 
hiperinsulinemia relacionadas à obesidade fornecem estímulos adicionais para o 
crescimento das células do câncer de mama. HIF-1α, fator 1α induzido por hipóxia; MCP1, 
proteína quimioatraente de monócitos 1; VEGF, fator de crescimento endotelial vascular. 
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Figura 10 - Vesículas extracelulares derivadas de tecido adiposo modulam a 
aquisição e manutenção de hallmarks do câncer 

 

Fonte: Adaptado de Moraes et al., 2021. 
Legenda: microRNA (miR); RNA circulante (ARN-circ); pró-colágeno galactosiltransferase 2 

(COLGALT2); proteína ligante ao elemento responsivo de AMPc (CREB); adipócitos 
associados ao câncer (CAA); protease 7 de processamento específico de ubiquitina (USP-
7); interleucina-8 (IL-8), ligante 2 de quimiocina de motivo C-C (CCL2) e fator de crescimento 
endotelial vascular D (VEGF-D); receptor 1 do fator de crescimento epidérmico (EGFR1); 
interleucina 6 (IL-6); metaloproteinase 3 (MMP-3); metaloproteinase 9 (MMP-9); fator de 
crescimento transformante β (TGF-β); janus quinase (JAK); transdutor de sinal e ativador de 
transcrição 3 (STAT-3); fator-1 α induzido por hipóxia (HIF1-α); supressor tumoral von-Hippel 
Lindau (VHL); proteína de fissão mitocondrial 1 (FIS-1); GTPase mitocondrial tipo dinamina 
(OPA-1); oxidação de ácidos graxos (FAO); transcriptase reversa da telomerase humana 
(hTERT); proteína 1 Sim-associada (YAP); tafazina (TAZ); caspase 3 (Casp-3); fator 1 
ativador da peptidase apoptótica (APAF-1); proteína de domínio de morte associada a Fas 
(FADD); proteína de ligação a GTPase rid1 (RID1);  fator de transcrição SRY-box 9 (SOX-9). 
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Figura 11 - Resumo do crosstalk entre as vesículas extracelulares derivadas do 

tecido adiposo e diversos tipos de câncer 

 

Fonte:  Adaptado de Moraes et al., 2021. 
Legenda:As VEs liberadas pelos macrófagos do TA são enriquecidas em miR-155, enquanto o miR-

144 é regulado negativamente, induzindo a inibição de p53 e diminuindo a apoptose em 
células de câncer de mama. VEs-TA aumentam a fosforilação de CREB, aumentando a 
proliferação de células de câncer de mama. VEs-TA aumentam a proliferação de células de 
câncer de mama através da indução COLGALT2. VEs-TA aumentam as vias de sinalização 
da quinase regulada por ERK e Wnt/β-catenina, induzindo um aumento da proliferação de 
células de câncer de mama. VEs-TA enriquecidos do fator de transcrição SRY-box 9 (SOX-
9) induzem tumorigênese em células de câncer de mama. As VEs-TA de pacientes 
diabéticos são enriquecidas de EGFR1/IL-6, e induzem um aumento na migração e invasão 
de células de câncer de mama via JAK)/STAT-3. VEs-TA aumentam a via de sinalização 
TGF-/SMAD desencadeando a transição mesenquimal epitelial (TEM) em células de câncer 
de mama não metastático. VEs-TA induzem a sinalização PI3K/AKT em células MDA-MB-
231, aumentando assim sua capacidade migratória. As VEs-TA induzem as proteínas YAP e 
a tafazina, induzindo o crescimento células tumorais de mama.  VEs-TA diminuem a 
apoptose em células de câncer de mama. VEs-TA enriquecidas de proteínas mitocondriais 
FIS-1 e OPA-1 induzem redistribuição mitocondrial em direção à borda das células de 
melanoma aumentando sua capacidade migratória. VEs-TA e VEs derivadas de adipócitos 
associados ao câncer (CAA) fornecem ácidos graxos livres para células de melanoma e 
aumentam a oxidação de ácidos graxos (FAO), aumentando suas capacidades migratórias e 
invasivas. VEs-TA aumentam a MMP-3 em células de câncer de pulmão, aumentando sua 
invasividade. VEs-TA aumentam a progressão tumoral do câncer de pulmão. VEs-TA 
aumentam a FAO e induzem a progressão tumoral no câncer de próstata. VEs-TA 
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enriquecidas em RNAs circulantes (circ-RNAs) induzem a hipofosforilação da USP-7 e um 
aumento de ciclina em células de hepatocarcinoma.  VEs-TA induzem a malignidade de 
células de hepatocarcinoma através da ligação do HIF-1-α ao supressor tumoral von-Hippel 
Lindau (VHL). As VEs-TA diminuem a apoptose e aumentam a quimiorresistência em células 
de câncer de ovário através da inibição do fator 1 ativador da peptidase apoptótica (APAF-
1). VEs-TA enriquecidas em miR-31, IL-8, CCL2, e VEGF-D induzem a formação de 
estruturas tubulares pelas células endoteliais. VEs-TA enriquecidas em miR-132 induzem 
linfangiogênese via TGF-β/Smad. Os CAA sofrem aumento da lipólise e diferenciam-se em 
direção ao fenótipo de adipócitos bege/marrom alimentando células tumorais com VEs. A 
leptina liberada do TA possivelmente está dentro dos EVs e induz um aumento na atividade 
da hTERT, induzindo resistência à apoptose e senescência. Leptina, TNF- e IL-6 podem ser 
liberados de VEs-TA, induzindo a exaustão das células T CD8+.  

 

Obesidade e o Câncer de Mama 

 

Segundo dados da Agência Internacional de Pesquisa do Câncer (IARC), de 

2012, o câncer de mama pós-menopausa é o que possui a maior associação com o 

excesso de peso, representando 24% dos casos (FERLAY et al., 2015). Entretanto, 

diversos trabalhos demonstram que o aumento do risco, recorrência e mortalidade 

do câncer de mama, devido a obesidade, não estão relacionados apenas às 

condições pós-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 são mais propensas a um diagnóstico com tumores 

maiores, maior incidência de metástases nos linfonodos, e um elevado risco de 

recorrência, do que mulheres magras (RENEHAN et al., 2008).  

Um estudo realizado por Blair e colaboradores analisou o efeito da 

obesidade na sobrevida e mortes de pacientes com câncer de mama. Mulheres 

obesas tiveram um risco aumentado de 1,7 e 1,8 vezes de doença em estágio III/IV 

e tumores de grau 3/4,  respectivamente, e maior incidência de metástases. 

Mulheres obesas com câncer de mama tipo Luminal A e Luminal B foram 1,8 e 2,2 

vezes mais propensas a morrer de câncer em comparação com mulheres com peso 

normal. (BLAIR et al., 2019). Estudos demonstraram que pacientes obesas com 

câncer de mama apresentam risco significativamente maior de complicações 

médicas e cirúrgicas, como infecções, deiscência de feridas e tromboembolismo 

venoso sistêmico (DISIPIO et al., 2013; FISCHER et al., 2013). Além disso, quando 

as doses de quimioterapia são calculadas com base no peso corporal real dos 

pacientes, os médicos geralmente reduzem as doses para pacientes com câncer 
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esobrepeso ou obesidade para evitar os riscos de toxicidade de overdose (GRIGGS 

et al., 2003; LYMAN et al., 2003). Pacientes com câncer de mama severamente 

obesas têm risco quatro vezes maior de receber uma dose reduzida de 

quimioterapia em comparação à pacientes com IMC normal (GRIGGS et al., 2007). 

As reduções da dose de quimioterapia frequentemente resultam em subtratamento 

em pacientes obesas com câncer de mama e contribuem para o pior prognóstico e 

baixa sobrevida (GRIGGS et al., 2005). 

 

Câncer de Mama 

 

O câncer de mama é o mais incidente entre as mulheres no mundo, 

independentemente da posição socioeconômica de cada país. Só no ano de 2018, 

ocorreram 2,1 milhões de novos casos, aproximadamente 1 novo caso a cada 18 

segundos, o equivalente a 11,6% de todos os cânceres estimados (BRAY et al., 

2018; FERLAY et al., 2019). Seu desenvolvimento é relativamente raro antes dos 

35 anos, e acima desta faixa etária possui um crescimento mais rápido e 

progressivo, principalmente acima dos 50 anos. Os homens também podem 

desenvolvê-lo, porém, com uma probabilidade muito menor, representando apenas 

1% do total de casos da doença (INCA, 2015). Para o Brasil, o INCA estimou para 

cada ano do triênio 2020-2022 um aumento de 66.280 novos casos (Figura 12), 

correspondente a um risco estimado de 61,61 casos novos a cada 100 mil 

mulheres. Com exceção do câncer de pele não melanoma, o câncer de mama 

feminino ocupa a primeira posição mais frequente em todas as regiões brasileiras 

(INCA, 2020). 

Além da obesidade influenciar o desenvolvimento do câncer de mama, a 

predisposição genética também é um fator de risco confirmado para o seu 

desenvolvimento. Aproximadamente 10% dos cânceres de mama são herdados e 

associados a um histórico familiar (SHIOVITZ; KORDE, 2015). Mutações 

patogênicas na linhagem germinativa em genes envolvidos no reparo do DNA, ciclo 

celular e controle da apoptose, como o gene do câncer de mama (BRCA) 1, 

BRCA2, fosfatase 21 (p21) e homólogo da tensina (PTEN) e proteína tumoral p53 

(TP53), aumentam significativamente o risco de câncer de mama (SHIOVITZ et al., 

2016).   
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Figura 12 - Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes 

estimados para 2020 por sexo, exceto pele não melanoma 

 

Fonte: Adaptado de INCA, 2020. 

 

 

Classificação do Câncer de Mama 

 

A mama é composta por diferentes células, sendo estruturada em lóbulos 

(glândulas produtoras de leite), ductos (pequenos túbulos que transportam o leite 

dos lobos ao mamilo) e pelo estroma, que é constituído por TA e tecido conjuntivo, 

o qual envolve os ductos e lóbulos, vasos sanguíneos e linfáticos (Figura 13) 

(American Cancer Society, 2015). O câncer de mama pode se originar a partir de 

qualquer célula que a compõe, entretanto, geralmente, inicia-se nas células 

epiteliais - os chamados carcinomas-, quando iniciados no tecido epitelial glandular 

são chamados de adenocarcinoma. Os principais adenocarcinomas são o 

carcinoma de ducto in situ (DCIS) e o carcinoma de lóbulo in situ (LCIS), 

respectivamente (BRAY et al., 2018; FERLAY et al., 2019; American Cancer 

Society, 2015). Os mesmos são menos frequentes nos tecidos estromais; Tumores 

filódicos e angiossarcoma, são menos comuns (American Cancer Society, 2020). 

A classificação do câncer de mama é realizada de acordo com as 

características histológicas e padrões de crescimento do tumor. O carcinoma pré-

invasivo (in situ) e o carcinoma invasivo (MALHOTRA et al., 2010) são as duas 
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principais classificações do câncer de mama. De acordo com a classificação da 

OMS, o carcinoma de mama invasivo pode ser dividido em mais de 10 subtipos 

(SINN; KREIPE, 2013). Dentre esses subtipos, o carcinoma ductal infiltrante e o 

carcinoma lobular invasivo são as lesões mais frequentemente diagnosticadas, 

representando mais de 70% de todas as lesões invasivas (MALHOTRA et al., 2010; 

WEIGELT; GEYER; REIS-FILHO, 2010) 

Com o desenvolvimento de técnicas de análise molecular, diversas 

classificações moleculares foram desenvolvidas, que se tornaram cada vez mais 

importantes para ditar as estratégias de tratamento do câncer de mama (PEROU et 

al., 2000). Um painel de quatro marcadores substitutos, incluindo receptores de 

estrogênio (ER), receptores de progesterona (PR), rceptor 2 do fator de 

crescimento epidermal humano (HER2) e o marcador de proliferação Ki67 

(CHEANG et al., 2009), são amplamente aceitos para a classificação dos cânceres 

de mama. Atualmente foram descritos cinco subtipos intrínsecos: luminal A, luminal 

B, HER2 positivo, tipo basal e tipo mama normal (HARBECK et al., 2019) (Figura 

13).  

O subtipo basal é conhecido como triplo negativo, por não apresentar os 

receptores hormonais ER, PR e HER2, representando cerca de 10-15% dos casos 

de carcinoma mamário, apresenta alta marcação para Ki67, indicando alta 

capacidade proliferativa. É o subtipo de tumor de mama mais agressivo, e com 

tratamentos menos eficazes (PEROU et al., 2000; PARKER et al., 2009; PRAT et 

al., 2015). O subtipo molecular HER2 representa 13-15% dos casos de carcinoma 

mamário, não apresenta ER e PR, é positivo para Ki67 e possui elevada expressão 

de HER2. O subtipo luminal B apresenta o mesmo percentual de incidência que o 

HER2+, podendo apresentar ou não positividade para HER2, e é positivo para 

Ki67. O subtipo luminal A possui os receptores ER, PR e é negativo para HER2, é o 

mais incidente, representando cerca de 60 a 70% dos casos. Entretanto, são os 

subtipos mais responsivos à terapias hormonais (HARBECK et al., 2019, POUDEL 

et al., 2019).  
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Figura 13 – Classificações do câncer de cama 

 

Fonte: Figura baseada no artigo de Harbeck et al., 2019. 
Legenda: Cinco subgrupos de câncer de mama foram identificados pela assinatura molecular 

intrínseca, que são altamente sobrepostas com classificações substitutas de 
imunohistoquímica. 

 

Transição Epitelial-Mesenquimal 

 

A  progressão maligna de muitos tipos de carcinoma, possivelmente todos 

eles, dependem da ativação da TEM nas células neoplásicas (RHIM et al., 2012; 

YE et al., 2015; KREBS et al., 2017). Durante o curso da progressão do tumor, esse 

programa pleiotrópico confere às células individuais do carcinoma múltiplas 

características associadas à malignidade de alto grau (MANI et al., 2008; MOREL 

et al., 2008; SING, SETTLEMAN, 2010). As células de carcinoma raramente 

executam um programa completo da TEM que as leva a um estado totalmente 

mesenquimal (GRANDE et al., 2015; NIETO et al., 2016; BIERIE et al., 2017). A 

TEM também pode ser orquestrada como um processo epigenético que não 

depende de alterações concomitantes da sequência de DNA em células normais e 

neoplásicas (TAM; WEINBERG, 2013).  

A TEM é um programa celular reversível que transitoriamente torna as 

células epiteliais em estados celulares mesenquimais. Durante esse processo, as 

células epiteliais perdem progressivamente seu fenótimo epitelial em forma de 
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cubóides para adotar uma morfologia mesenquimal em forma de fuso. As células 

mesenquimais resultantes podem retornar a um estado epitelial no processo 

reverso, conhecido como transição mesenquimal-epitelial (TME) (Figura 14) 

(NIETO et al., 2009; THIERRY et al., 2009; KALLURI et al., 2009; NIETO et al., 

2016). A TEM ocorre durante alguns processos biológicos e também patológicos, e 

são classificadas em três tipos, o primeiro tipo ocorre durante o desenvolvimento 

embrionário, o segundo tipo está associado a regeneração do tecido adulto e o 

terceiro tipo ocorre na progressão do câncer (SAVAGNER et al., 1994; KALLURI et 

al., 2009; ZEISBERG; NEILSON, 2009).  

As células epiteliais são normalmente mantidas juntas por junções célula-

célula laterais (junções de oclusão, junções aderentes, junções de gap e 

desmossomos). As junções de oclusão são fusões de membrana no lado lateral, 

próximas à superfície apical, que fornecem vedação intercelular, protegem contra a 

difusão paracelular, e também separam as funções distintas das superfícies apical 

e basolateral, como as claudinas e ocludinas (TSUKITA; FURUSE; ITOH et al., 

2001). As junções aderentes estão localizadas adjacentes às junções de oclusão 

nos compartimentos superficiais basolaterais das células epiteliais, e conectam-se 

aos microfilamentos do citoesqueleto. Similarmente às junções de oclusão, as 

junções aderentes formam uma estrutura semelhante à um cinto na interface lateral 

das células epiteliais (NIESSEN; GOTTARDI, 2003). O receptor de adesão 

transmembrana E-caderina, o qual caracteriza esse tipo de junção epitelial, se 

envolve em interações homotípicas através de seu ectodomínio, permitindo assim 

que as proteínas E-caderina abranjam o espaço intercelular entre as células 

vizinhas nas junções aderentes opostas (WHEELOCK; JOHSON, 2003; NIESSEN; 

GOTTARDI, 2008). Também localizados no lado lateral estão os desmossomos, 

que fornecem força adicional para a adesão intercelular. Os desmossomos são 

estruturalmente semelhantes às junções aderentes, contendo caderinas 

transmembranares e proteínas ligantes que conectam as caderinas ao 

citoesqueleto do filamento intermediário. Entretanto, de maneira diferente das 

junções aderentes, eles são organizadas como fragmentos individuais e não como 

um cinto (YIN; GREEN, 2004; GARROD; CHIDGEY, 2008). 
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Figura 14 -Transição epitelial-mesenquimal 

 

Fonte:  Adaptado de Dongre e Weinberg, 2019. 
Legenda: As células epiteliais, que exibem polaridade apical-basal, são mantidas juntas por junções 

apertadas, junções aderentes e desmossomos, e são amarradas à membrana basal 
subjacente por hemidesmossomos. Essas células expressam moléculas associadas ao 
estado epitelial e ajudam a manter a polaridade celular (listadas nas caixas amarela e 
laranja clara, respectivamente). A indução da transição epitélio-mesenquimal (TEM) leva à 
expressão dos fatores de transcrição indutores da TEM (TEM-FTs) ZEB, SNAIL e TWIST, 
que inibem a expressão de genes associados ao estado epitelial (listados na caixa amarela) 
e concomitantemente ativam a expressão de genes associados ao estado mesenquimal 
(listados na caixa laranja escura). Essas alterações na expressão gênica resultam em 
alterações celulares que incluem a desmontagem das junções epiteliais célula-célula e a 
dissolução da polaridade apical-basal via repressão de crumbs, proteína de junção apertada 
(PATJ) associada a PALS1 e larvas gigantes letais (LGL), que são proteínas que regulam 
especificamente a formação de junções apertadas e a polaridade apical-basal. Essa perda 
progressiva das características epiteliais é acompanhada pela aquisição de um conjunto 
parcial de características mesenquimais com retenção de certas características epiteliais; 
em certas circunstâncias, um conjunto completo de características mesenquimais pode ser 
adquirido. As células mesenquimais apresentam polaridade de frente para trás e um 
citoesqueleto amplamente reorganizado, além de expressarem um conjunto distinto de 
moléculas e TEM-FTs que promovem e mantêm o estado mesenquimal. Durante a TEM, as 
células se tornam móveis e adquirem capacidades invasivas. A TEM é um processo 
reversível, e as células mesenquimais podem reverter para o estado epitelial, passando pela 
transição mesenquimal-epitelial (TME). A TEM e a TME ocorrem durante o desenvolvimento 
normal e durante a progressão do câncer. Deve-se notar, no entanto, que as células de 
carcinoma em tumores que ocorrem espontaneamente apenas raramente avançam para um 
estado completamente mesenquimal. E-caderina, caderina epitelial; MMP, metaloproteinase 
da matriz; N-caderina, caderina neural. 
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Transição epitelial-mesenquimal parcial 

 

 

A TEM e a MET, seja em contextos fisiológicos ou patológicos, não são 

processos binários (KALLURI et al., 2009, NIETO, 2013). Algumas células podem 

atingir um fenótipo híbrido epitelial/mesenquimal (E/M), também referido como TEM 

parcial, intermediário ou incompleto (REVENU; GILMOUR, 2009; MICALIZZI et al., 

2010) – tal fenótipo pode ser mais parecido com “células tronco”, metastáticas e 

agressivas do que os estados epiteliais ou mesenquimais completos (JOLLY et al., 

2015; PASTUSHENKO et al., 2018). As células com fenótipo híbrido E/M 

coexpressam marcadores epiteliais e mesenquimais (YU et al., 2013), 

apresentando ambas as características de adesão célula-célula e migração, o que 

permite a migração coletiva das células, levando à formação de grupos de células 

tumorais circulantes (CTCs) (CHRISTIANSEN; RAJASEKARAN, 2006). As CTCs 

podem sair da corrente sanguínea com mais eficiência (JOOSSE et al., 2015), são 

resistentes à apoptose e podem ser até 50 vezes mais metastáticas do que CTCs 

que migram individualmente (ACETO et al., 2014). Portanto, a capacidade das 

células metastáticas de atingir esse fenótipo híbrido E/M, representa um risco 

metastático maior aos pacientes (GROSSE-WILDE et al., 2015; CHEUNG, EWALD, 

2016; JIA et al., 2019). 

Os mecanismos que permitem que as células cancerígenas mantenham os 

fenótipos híbridos E/M, no entanto, ainda não são muito bem esclarecidos. Estudos 

experimentais e computacionais recentes sugeriram que um conjunto conhecido 

como 'fatores de estabilidade fenotípica' (PSFs) como GRHL2, OVOL2, ΔNp63α,  

NUMB e NFR2 podem ajudar as células a manter esse fenótipo híbrido E/M. Dessa 

forma, os PSFs evitam que as células que ganharam plasticidade parcial sejam 

submetidas a uma TEM completa, permitindo a migração celular coletiva. 

(WATANABE et al., 2014; DANG et al., 2015; HONG et al., 2015; JOLLY et al., 

2016; BOCCI et al., 2017 JOLLY, et al., 2017; JOLLY et al., 2019). Já foi 

demonstrado que o sileciamento do PSF OVOL  levou as células a uma TEM 

completa in vitro e in vivo, enquanto a superexpressão exógena pode conduzir a 

transição mesenquimal-epitelial (TME), o inverso da TEM (ROCA et al., 2013). 
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 Vias de sinalização envolvidas na transição epitélial-mesenquimal 

 

 

A TEM pode ser induzida por diversas vias de sinalização intracelulares 

como as vias do fator de crescimento transformador beta (TGF-β), WNT, NOTCH, 

PI3K/AKT, JAK/STAT (KLAUS; BIRCHMEIER, 2008; LAMOUILLE; XU; DERYNCK, 

2014; BAO et al., 2011; DONGRE; WEINBERG, 2019) (Figura 15). Focaremos a 

seguir nas vias do TGF/SMAD e WNT/b-catenina. 

 

 

TGF-β/SMAD 

 

 

O TGF-β é uma citocina multifuncional pertencente à superfamília dos 

fatores de crescimento transformante β, cujos membros regulam um conjunto 

diversificado de processos celulares, incluindo proliferação celular, reconhecimento, 

diferenciação, apoptose e diversas etapas da embriogênese (MASSAGUÉ, 2000; 

XU; LAMOUILLE; DERYNCK, 2009). O TGF- β apresenta três isoformas: TGF-β1,  

TGF-β2 e TGF-β3 - os quais são polipeptídeos homodiméricos de 25 kDa. Eles 

compartilham elementos estruturais comuns, mas mostram diferentes afinidades de 

ligação pelo receptor TβRII. TGF-β1 e -β3 se ligam ao TβRII com alta afinidade, 

enquanto TGF-β2 se liga ao TβRII com baixa afinidade (DE CRESCENZO et al., 

2006; BAARDSNES et al., 2009; HINCK; MULLER; SPRINGER, 2016). Estudos 

anteriores sugerem que os epítopos de ligação dos receptores TGF-β dentro de 

cada monômero dos ligantes da superfamília TGF-β são únicos e que suas funções 

são amplamente independentes umas das outras (DE CRESCENZO et al., 2006; 

HINCK, 2018). 
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Figura 15 - Vias de sinalização envolvidas na transição epitélio mesenquimal 

 

Fonte: Adaptado de Dongre and Weiberg, 2019. 
Legenda:  Diversas vias de sinalização celulares intrínsecas cooperam para induzir a expressão de 

fatores de transcrição indutores TEM (ZEB, SNAIL e TWIST) que atuam pleiotropicalmente 
para induzir a transição para o estado de célula mesenquimal ou parcialmente mesenquimal. 
A via canônica da WNT é ativada após a ligação de ligantes canônicos da WNT à família de 
receptores de membrana Frizzled. Isso leva à liberação de β-catenina da GSK3β–AXIN–
APC, que então transloca para o núcleo, onde se liga aos fatores de transcrição TCF e LEF 
para ativar os genes que conduzem a TEM. A via NOTCH é ativada após a ligação de 
ligantes da família Delta-like ou Jagged ao receptor NOTCH. Essa ligação desencadeia uma 
série de eventos de clivagem proteolítica que culminam na liberação do domínio intracelular 
ativo do receptor NOTCH (NOTCH-ICD), que entra no núcleo para funcionar como 
coativador transcricional. A ligação das proteínas TGFβ à família de receptores TGFβ leva à 
fosforilação do receptor e ativação de complexos SMAD, que ativam a TEM. As proteínas 
SMAD também interagem com β-catenina e NOTCH-ICD (setas tracejadas), servindo como 
nós centrais para crosstalk entre as vias TGFβ, WNT e NOTCH. A via TGFβ também 
colabora com a via PI3K–AKT, que por sua vez desencadeia a ativação do complexo mTOR 
e do fator nuclear-κB (NF-κB), da via MAPK p38 e do eixo de sinalização RAS–RAF–MEK–
ERK. As vias acima mencionadas também são desencadeadas após a ligação de fatores de 
crescimento aos seus receptores cognatos. Além disso, a ligação de várias citocinas aos 
seus receptores desencadeia a fosforilação e ativação de Janus quinases (JAKs) e 
transdutor e ativador de proteínas de transcrição (STATs); Os dímeros STAT ativam a 
transcrição de genes que codificam fatores de transcrição da TEM. 

 

A via do TGF-β pode transduzir diretamente sinais extracelulares dos 

receptores transmembranares da superfície celular para o núcleo através de 

mediadores intracelulares, conhecidos como Smads. As proteínas Smad são 

funcionalmente divididas em três classes distintas: (1) o co-mediador Smads (co-



49 

Smads), as Smad4 e Smad10;  (2) as Smads reguladas por receptores (R-Smads), 

incluindo Smad1, Smad2, Smad3, Smad5 e Smad8, cada Smad está envolvida em 

uma via de sinalização específica do ligante; (3) as Smads antagonistas ou 

inibidoras (I -Smads), incluindo a Smad6 e Smad7, que regulam negativamente 

essas vias, impedindo a fosforilação mediada por receptores das R-Smads ou a 

formação de um complexo funcional entre R-Smads e Co-Smads (MASSAGUÉ; 

CHEN, 2000). As 3 isoformas do TGF-β se ligam aos seus receptores TGFβR2 e 

TGFβR1, levando à fosforilação da SMAD2 e SMAD3, que formam um complexo 

com SMAD4 e migram para o núcleo, onde atuam como fatores de transcrição para 

regular a expressão de genes envolvidos na TEM (XU; LAMOUILLE; DERYNCK, 

2009).  

 Todas as isoformas do TGF-β compartilham a capacidade de induzir a TEM 

(MIETTINEN et al., 1994; PIEK et al., 1999; VALCOURT et al., 2005). No epitélio 

normal ou no início do processo da tumorigênese, a via do TGF-β tem papel 

importante na supressão tumoral, tentando manter a estabilidade genômica, 

inibição da proliferação e indução da apoptose (WAKEFIELD; SPORN, 1990; DE 

CAESTECKER; PIEK; ROBERTS, 2000; WAKEFIELD; ROBERTS, 2002). 

Entretanto, quando o tumor está estabelecido, o TGF-β passa a ter uma atividade 

pró-oncogênica, induzindo a TEM e consequentemente aumento da motilidade e 

invasão das células tumorais, além de induzir no microambiente tumoral  

angiogênese e imunosupressão (Figura 16) (AKHURST; DERYNCK, 2001; XU; 

LAMOUILLE; DERYNCK, 2009.; LAMOUILLE; DERYNCK, 2014). A via do TGF-β 

também pode colaborar com outras vias de sinalização como ERK, p38 MAPK, 

PI3K–AKT e RHOlike GTPases, que também contribuem de diversas formas para a 

expressão dos programas de TEM (DERYNCK; MUTHUSAMY; SAETEURN; 2014; 

LAMOUILLE; DERYNCK, 2014). 
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Figura 16 – Papel duplo do TGF-β 

Fonte: Adaptado de Roberts e Wakefield, 2003.  
Legenda: O TGF- β muda de supressor de tumor nos estágios pré-malignos da tumorigênese para 

pró oncogene nos estágios posteriores da doença, levando à metástase. A progressão para 
doença metastática é geralmente acompanhada por responsividade diminuída ou alterada 
ao TGF-β e aumento da expressão ou ativação do ligante TGF-β. Essas perturbações, 
juntamente com outras alterações no contexto genético ou epigenético da célula tumoral e 
seu ambiente estromal, combinam-se para alterar o espectro das respostas biológicas ao 
TGF-β. 

 

WNT/β-catenina 

 

 

Três vias de sinalização WNT operam em resposta à ligação de 19 ligantes 

WNT distintos à família Frizzled de receptores de superfície celular. Essas vias 

incluem a via de sinalização WNT canônica, e as vias não canônicas WNT-cálcio e 

a via de polaridade celular planar (KLAUS et al., 2008; ZHAN, RINDTORFF, 

BOUTROS, 2017). A via canônica WNT/β-catenina é iniciada por uma coorte de 

ligantes WNT que se ligam aos receptores cognatos da família transmembrana de 

sete passsagens Frizzled (Fz) e seu co-receptor, o receptor de lipoproteína de 

baixa densidade relacionado à proteína 6 (LRP6) ou seu parente próximo LRP5. A 

formação do complexo Wnt-Fz-LRP6, juntamente com o recrutamento da proteína 

de ancoramento Disheveled (Dvl), resulta na fosforilação e ativação de LRP6 e no 

recrutamento do complexo Axin para os receptores. Esses eventos levam à inibição 

da fosforilação de β-catenina mediada por axina e, assim, à estabilização da β-
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catenina, que se acumula e viaja para o núcleo para formar complexos com o fator 

de células T/fator potencializador linfóide  (TCF/LEF) e ativa a expressão do gene 

alvo WNT (HUANG et al., 2008). 

Na ausência de Wnt, a proteína β-catenina citoplasmática é constantemente 

degradada pela ação do complexo Axin, que é composto pela proteína de 

ancoramento Axin, o produto do gene supressor tumoral da polipose adenomatosa 

coli (APC), caseína quinase 1 (CK1) e glicogênio sintase quinase 3 (GSK3). CK1 e 

GSK3 fosforilam sequencialmente a região amino-terminal de β-catenina, 

resultando no reconhecimento de β-catenina por β-Trcp, uma subunidade E3 

ubiquitina ligase, e subsequente ubiquitinação de β-catenina e degradação 

proteassomal (He et al., 2004). Essa eliminação contínua de β-catenina impede que 

a β-catenina atinja o núcleo, e os genes-alvo Wnt são, assim, reprimidos pelo 

TCF/LEF (HUANG et al., 2008). 

 

 

Contextualização 
 
 

Recentemente, demonstramos que tanto o MC quanto a fração de VEs 

liberados pelo TA de pacientes obesos aumentaram o potencial proliferativo das 

células tumorais de mama MCF-7 (luminal A) via MAPK/ERK, e potencializaram as 

propriedades migratórias e invasivas das células MDA-MB-231 (basal, triplo 

negativa), via PI3K/Akt. Também detectamos que as VEs derivadas do TA obeso 

são enriquecidas em leptina e MMP-9, e ao estimularmos as células MDA-MB-231 

com estas VEs observamos uma potencialização da liberação de MMP-9 pelas 

mesmas.  Evidenciamos assim, um papel importante das VEs secretadas pelo TA 

obeso no microambiente tumoral (Figura 17) (RAMOS-ANDRADE et al., 2020). É 

cada vez mais estudado o papel da obesidade na progressão de diferentes tipos de 

câncer, como o de mama, entretanto o papel das VEs nesse diálogo ainda não é 

muito bem elucidado, sendo necessário investigar o conteúdo presente nas VEs e 

como eles podem aumentar a malignidade de células tumorais de mama. A 

hipótese é de que as VEs liberadas pelo TA obeso são ricas em proteínas 

relacionadas à progressão tumoral, as quais podem induzir a TEM de células de 

câncer de mama. 
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Figura 17 – Efeitos do secretoma do TA de pacientes sobre duas diferentes 
linhagens de câncer de mama 

 

Fonte:  Figura baseada no artigo de Ramos-Andrade et al, 2020. 
Legenda: O MC e VEs do tecido adiposo de pacientes obesos aumentam a proliferação das células 

MCF-7 via ERK, enquanto aumentaram a migração, invasão e atividade de MMP9 nas 
células MDA-MB-231 via AKT. Além desses fatores, o MC do TA obeso induziu nas células 
MDA-MB-231 propriedades pró-angiogênicas sobre células endoteliais. Ademais, as VEs do 
TA obeso são ricas em leptina e MMP9. 
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1 OBJETIVOS 

 

 

1.1  Objetivo Geral 

 

 

Caracterização do secretoma (MC e VEs) dos explantes de tecido adiposo 

visceral (TAV) e subcutâneo (TAS) de indivíduos magros e obesos, e possíveis 

moléculas candidatas para o aumento da malignidade de células tumorais de 

mama. Além disso, pretende-se avaliar por meio de quais mecanismos ocorre o 

aumento da malignidade das células tumorais de mama, com foco na transição 

epitelial-mesenquimal (TEM). 

 

1.2 Objetivos específicos  

 

 

1.2.1 Caracterização do secretoma (MC e VEs) do tecido adiposo 

 

a) Análise do perfil do MC liberado pelo TA de indivíduos magros e obesos a 

fim de avaliar o perfil de ácidos graxos; 

b) Análise do painel de adipocinas presentes no MC liberado pelo TA de 

indivíduos magros e obesos 

c) Análise do tamanho e concentração das VEs liberadas pelo TA de pacientes 

magros e obesos. 

d) Análise do painel de proteínas presentes nas VEs liberadas pelo TA de 

pacientes magros e obesos. 

 

1.2.2 Avaliação da indução da transição epitelial-mesenquimal nas células 

 

a) Avaliação do potencial migratório das células MCF-7 estimuladas com o MC 

ou VEs liberadas pelo TA; 
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b) Análise do efeito do estímulo das células MCF-7 e MDA-MB-231 com o MC 

ou VEs liberadas pelo TA sobre  marcadores celulares envolvidos na TEM  

(E-caderina, claudina-1, vimentina);  

c) Análise do efeito do estímulo das células MCF-7 e MDA-MB-231 com as as 

VEs liberadas pelo TA sobre os fatores de transcrição envolvidos na TEM. 

d)  Análise da via de sinalização do TGF-β/SMAD  

e) Análise da via de sinalização da Wnt/β-catenina nas células MCF-7 

estimuladas com o MC ou VEs liberadas pelo TA;  
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 Linhagens celulares 

 

 

As linhagens celulares de adenocarcinoma mamário MCF-7 (luminal A) e 

MDA-MB-231 (basal) 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, CA, EUA. O meio foi 

suplementado com 3,7 g/L de NaHCO3 (Merck), 5,2 g/L de HEPES (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA), 60 mg/L de penicilina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 

100 mg/L de estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e com 10% SFB 

(Cultilab, Campinas, SP, BR), em pH 7,2. As culturas foram mantidas a 37oC em 

uma atmosfera com 5% de CO2, 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 

solução de Hank’s EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (5mM), a qual desfaz 

as ligações adesivas dependentes de cátions (Ca+2 e Mg+2), facilitando a atuação 

da tripsina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) na soltura das células da garrafa. 

Depois de soltas, as células foram centrifugadas a 400 x g, (20ºC, por 10 minutos) 

(Beckman GS-15R Centrifuge, Indianapolis, IN, USA). As células foram utilizadas 

no máximo até a 12ª passagem. 
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2.3 Contagem de Células 

 

 

O número de células presentes na suspensão celular foi determinado por 

contagem em câmara de Neubauer. A viabilidade celular foi determinada pelo 

método de exclusão por Azul de Trypan (Gibco Invitrogen Corporation) 0,2% em 

PBS. 

 

2.4 Pacientes 

 

 

 Os pacientes participantes deste estudo foram atendidos no Hospital Federal 

de Ipanema (HFI) ou no Hospital Universitário Clementino Fraga Filho (HUCFF), 

pertencente à Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UFRJ). Para o grupo 

controle foram selecionados pacientes com o IMC 20 ≥ 24,9 e sem comorbidades; 

para o grupo obeso foram selecionados pacientes com o IMC ≤ 30 que não 

apresentassem síndrome metabólica ou diabetes. O estudo foi realizado com o 

consentimento assinado de todos os pacientes e aprovado pelos comitês de ética 

do Hospital Universitário Pedro Ernesto (CAAAE 36880914.0.0000.5259) e Hospital 

e Hospital Federal de Ipanema (CAAE 03769618.3.0000.5646), com a participação 

de 35 pacientes. 

 

 

2.5 Obtenção do meio condicionado (MC) liberado pelo TA branco  

 

 

Os fragmentos de tecido adiposo subcutâneo (TAS) de indivíduos magros 

foram obtidos a partir de pacientes que foram submetidos à cirurgia plástica 

(mamoplastia redutora ou abdominoplastia). Como não era possível acessar os 

fragmentos de tecido adiposo visceral (TAV) dos indivíduos magros durante a 

cirurgia plástica, tais fragmentos foram obtidos durante colecistectomia. Já os 

fragmentos de TAS e TAV de pacientes obesos foram obtidos durante a cirurgia 

bariátrica.  Resumidamente, menos de 2 horas após a cirurgia, os fragmentos de 

TA foram lavados e limpos com solução salina tamponada com fosfato (PBS), em 
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seguida, os explantes de TA foram incubados em meio 199 (M199) contendo 1% de 

SFB, sempre na proporção de 1 mL para cada 100 mg de TA, a 37°C durante 24 

horas. Posteriormente, os sobrenadantes de cultura (MC) foram centrifugados a 

350 x g, durante 10 min, a 4°C, para a remoção de debris celulares, sendo 

armazenados a -80°C, para posteriores análises (RENOVATO-MARTINS et al., 

2017). 

 
 
2.6 Isolamento das vesículas extracelulares 

 
 

As VEs foram isoladas a partir do MC oriundo do TAS ou TAV de indivíduos 

eutróficos e obesos. Inicialmente, as amostras foram centrifugadas a 2000 x g, 

durante 10 minutos, a 4ºC, para a remoção de restos celulares (Eppendorf 5415R, 

Hamburgo, GER). Este protocolo de isolamento é para a obtenção das 

micropartículas, que são as vesículas maiores. Em seguida, o sobrenadante obtido 

foi centrifugado novamente, a 20.000 x g, por 70 minutos, a 4ºC (Beckman GS-15R 

Centrifuge, Indianapolism, IN, EUA). O pellet obtido após a última centrifugação foi 

ressuspendido em M199, sem vermelho de fenol, suplementado com 1% de SFB 

(mantendo-se, exatamente, o mesmo volume de meio que havia antes da 

centrifugação). As amostras contendo as VEs foram armazenadas a -4°C para 

posteriores análises (RENOVATO-MARTINS et al., 2017). 

 

2.7 Análise de distribuição das VEs 

 

Após o isolamento das VEs, as amostras foram submetidas no aparelho 

Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Panalytical, WORCS, UK), que apresenta o Laser 

HeNe. Esta técnica consiste no espalhamento dinâmico de Luz, também chamada 

de Espectroscopia de Correlação de Fótons (PCS), é amplamente utilizada para a 

avaliação das dimensões de partículas em suspensão. Quando uma partícula é 

iluminada pelo laser, ela irá espalhar luz em todas as direções. A técnica de DLS 

consiste na análise das flutuações de intensidade da luz espalhada em um 

determinado ângulo. 
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2.8 Cromatografia gasosa – espectometria de massas (GC-MS) 

 

            O conteúdo de ácidos graxos de cadeia longa presentes no MC foi 

analisado utilizando o GC-MS, como descrito anteriormente por Christie, 

(CHRISTIE, 1989). Cada amostra lipídica foi dissolvida em 1 ml de tolueno e foram 

adicionados 2 ml de ácido sulfúrico a 1% em metanol. A mistura foi deixada 

overnight em um tubo rolhado a 50 ° C, em seguida, foi adicionado 1 ml de NaCl 

(cloreto de sódio) a 5% e os ésteres necessários foram extraídos duas vezes com 2 

ml de hexano, o qual foi removido numa corrente de nitrogênio. Os ésteres 

metílicos de ácidos graxos secos (FAME) foram ressuspendidos em 100 μl de 

heptano. Os FAME foram ressuspendidos em 100 μl de heptano. As análises de 

GC/MS foram carreadas em um sistema Shimadzu GCMS-QP2010 Plus, usando 

um HP Ultra 2 (5% de fenilmetilpolisiloxano), Agilent (25 m × 0,20 mm × 0,33 μm). 

O injetor foi ajustado a 250°C sem divisão. A temperatura da coluna foi programada 

de 40 a 160°C a 30°C/min, 160-233°C a 1°C/min, 233-300°C a 3°C/min e mantida a 

300°C por 10 min. O hélio foi utilizado como gás de arraste com velocidade linear 

de 36,0 cm s-1. Um volume de 2 ml de amostra foi injetado no cromatógrafo. Os 

componentes foram identificados comparando-se seus espectros de massa com os 

da biblioteca NIST05 contida no espectrômetro de massa do computador. Foram 

utilizados índices de retenção para confirmar a identidade dos picos no 

cromatograma pelo Mix Componente FAME Supelco 37 (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA). Os ácidos graxos foram quantificados através da determinação da razão 

da área de pico com os padrões internos de 9:0 e 19:0. 

 

2.9 Dosagem de adipocinas 

 

Para avaliar o painel de adipocinas presentes no MC liberado pelo TAS e 

TAV dos indivíduos magros e obesos, as amostras de MC foram analisadas em 

triplicatas seguindo as instruções de uso do fabricante. Para a dosagem de IL-6 

(limite de detecção: 13 pg/mL) e TNF-α (limite de detecção: 0,5 pg/mL) foi utlizado o 

kit Human Metabolic Hormone Bead Panel (Cat. #HMHEMAG-34K). Para a 

dosagem de IL-1β (limite de detecção: 0,8 pg/mL) e MCP-1 (limite de detecção: 1,9 
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pg/mL) foi utilizado o kit Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel (Cat. 

#HCYTOMAG-60K). Para a dosagem de TGF-β1, TGF-β2 e TGF-β3 (limite de 

detecção: 6,0; 6,6; 2,2 pg/mL; respectivamente) foi utilizado o kit TGF-β 1,2,3 

Magnetic Bead Kit (Cat. #TGFBMAG-64K-03). 

 

2.10 Proteômica 

 

As amostras de VEs isoladas do TA oriundas dos indivíduos magros e 

obesos foram ressuspedidas em 200 μL de um tampão de extração (uréia 7m, 

tioureia 2m, DTT 30mM, TEAB 50mM, sódio deoxicolato 1%, fluoreto de 

fenilmetilsulfonil (PMSF) 10mM, EDTA 10mM). Cada amostra foi submetida ao 

homogeneizador ultrassônico. Neste estudo, utilizamos uma abordagem de bottom-

up sem gel. Para isso, 300 μg de proteína foram ressuspendidas em 45 μL de uma 

solução de 7 M de ureia/2 M e reduzidas com ditiotreitol 100 mM (concentração 

final de 10 mM) a 35ºC por 1 hora sob agitação constante (500 RPM). As amostras 

foram então alquiladas por adição de iodoacetamida 40 mM, que foi ainda 

homogeneizada por 30 minutos a 35°C (500 RPM), no escuro. Ao volume final 

(60μL), foram adicionados 480 μL de água para diluir a uréia (<1 M). As proteínas 

foram então hidrolisadas com 3,0 μg de tripsina (0,1 mg/L, Promega). O processo 

de digestão ocorreu por 16 horas a 35°C (500 RPM), depois foi interrompido com a 

adição de ácido trifluoroacético (TFA) a uma concentração final de 0,1%. As 

amostras foram dessalinizadas e concentradas por cromatografia de fase reversa 

com uma coluna de resina POROS 20 R2 (Applied Biosystems, Thermo Scientific, 

Rockford, IL, USA), eluída com 60% de acetonitrila/0,05% de TFA. Os peptídeos 

foram secos, ressuspendidos em ácido fórmico a 0,1%, quantificados (kit de ensaio 

de proteína Qubit, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) e analisados com um 

sistema de cromatografia líquida Easy1000-nano acoplado a um espectrômetro de 

massa nESI-Q-Exactive Plus (ambos da Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). Três 

replicatas biológicas foram analisadas duas vezes (duas replicatas técnicas). Dois 

microgramas de peptídeos foram analisados em duplicata técnica após 2 horas de 

gradiente (5% a 40% B/100 minutos; 40% a 95% B/3 minutos; 95% B/17 minutos). 

O solvente nanoLC A consistia em (95% H2O/5% de acetonitrila [ACN]/0,1% de 
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ácido fórmico) e solvente B de (95% ACN/5% de H2O/0,1% de ácido fórmico). O 

comprimento da coluna de captura foi de 3 cm com 200 μm ID (esferas de 5 μm - 

Reprosil Pur C18, Dr. Maish) e coluna analítica de 20 cm e 75 μm ID (esferas de 

3μm - Reprosil PurC18, Dr. Maish). O Q-Exactive Plus no modo FullScan-DDA MS2 

usou a lista de exclusão dinâmica de 45 segundos e a tensão de pulverização a 2,7 

kV. O Fullscan foi adquirido com uma resolução de 70000 a 200m/z, com intervalo 

de 350 a 2000, AGC de 1 × 106 e tempo de injeção de 50 milissegundos. A seleção 

dos 20 íons mais intensos para fragmentação de HCD usou uma energia de colisão 

normalizada de 30, janela de isolamento precursor de 1,2 m/z  e deslocamento de 

0,5, uma resolução de 17500 a 200 m/z, AGC em 5 × 105 e tempo de injeção de 

100 milissegundos. 

 

 

2.11 Análise pelo Software STRING 

 

 

Para a análise de interações entre proteína-proteína foi utilizada a 

ferramenta de pesquisa STRING (https://string-db.org/). O STRING é uma base de 

dados biológica, um recurso de web, onde é possível identificar interações proteína-

proteína conhecidas e previstas. A seleção de proteínas foi realizada de acordo 

com os dados da proteômicaInicialmente, foi utilizado um filtro para selecionar as 

proteínas que estavam presentes em pelo menos duas das triplicatas técnicas. O 

segundo filtro, aplicado em cima do primeiro filtro, selecionou as proteínas que 

estavam presentes  em pelo menos três de cinco replicatas biológicas. As proteínas 

remanescentes desses filtros que foram aplicadas no STRING. 

 

 

2.12 Obtenção de extratos totais 

 

 

As células MCF-7 (1,0 x 105 células/poço) e MDA-MB-231 (6 x 104 

células/poço) foram semeadas em placas de 6 poços previamente tratadas com 

gelatina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) na concentração de 0,2% e incubadas 
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a 37ºC e 5% de CO2, em meio DMEM suplementado com 10% de SFB. As células 

foram estimuladas ou não com o TGF-β [10 ng/mL] (Peprotech, Cranbury, NJ, 

USA)- controle positivo da TEM-, com o MC (20%v/v) ou com as VEs (20% v/v) 

oriundos do de TAS de indivíduos magros ou do TAS e TAV de indivíduos obesos. 

Todos os estímulos foram diluídos em DMEM suplementado com 5% de SFB, os 

quais foram utilizados para todos os ensaios posteriores, seguindo as mesmas 

condições. Ao final do tratamento, as células foram lisadas em tampão 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 sódio (Na3VO4) 1mM; PMSF 1 mM; coquetel de 

inibidores (aprotininina 1 µM e leupeptina 1µM) e inibidor de tripsina (SBTI) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA). A obtenção do extrato total das VEs per se, foi obtida 

através do isolamento das VEs a partir de uma quantidade inicial de 1,5 mL do MC 

do TAS ou TAV de cada paciente, individualmente. Após o isolamento, as VEs 

foram ressuspendidas diretamente em 50 µL de tampão de lise RIPA. O conteúdo 

de proteínas do extrato total foi determinado através do método do ácido 

bicinconínico (BCA) (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA); após a determinação do 

conteúdo proteico, foram adicionados aos extratos 20% do de tampão de amostra 

5x concentrado (v/v) (Tris-HCl 50 mM, pH 6,8; SDS 1%, 2-mercaptoetanol 5%, 

glicerol 10%, azul de bromofenol 0,001%). As amostras foram fervidas em água 

(100ºC) por 5 minutos para a sua desnaturação. 

 

 

2.13 Obtenção de extratos nucleares 

 

 

 As células MCF-7 (6,5 x 105 células/poço) foram semeadas em placas de 6 

poços e estimuladas por 24 horas como descrito anteriormente. Em seguida, os 

poços foram lavados com PBS 1x e as células lisadas em 900 µL do tampão A 

(HEPES 10 mM; KCl 10 mM; EDTA 0,1mM; EGTA 0,1 mM; DTT 1 mM, pH 7,9) e 

incubadas no gelo por 15 minutos; após esse tempo adicionou-se NP40 5% e as 

amostras foram homogeneizadas. As amostras foram então centrifugadas a 12.000 

x g, por 5 minutos, a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e o pellet contendo as 

células foi ressuspendido em 50 µL do tampão C (HEPES 20 mM; NaCl 0,4 M; 
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EDTA 1 mM; EGTA 1mM; DTT 1 mM), sendo incubado no gelo por 30 min. Em 

seguida, as amostras foram centrifugadas novamente, a 12.000 x g, por 10 

minutos, a 4ºC; posteriormente o sobrenadante foi coletado. Tanto o tampão A 

quanto o tampão C tiveram a adição de fluoreto de PMSF 1 mM; coquetel de 

inibidores (aprotininina 1 µM e leupeptina 1µM) e inibidor de tripsina (SBTI) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, EUA) no momento de uso. O conteúdo de proteínas do 

extrato nuclear foi determinado pelo método de BCA (Thermo Scientific, Rockford, 

IL, EUA), e após a determinação do conteúdo proteico, foram adicionados aos 

extratos 20% de tampão de amostra 5x concentrado (v/v) (Tris-HCl 50 mM, pH 6,8; 

SDS 1%, 2-mercaptoetanol 5%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,001%). As 

amostras foram fervidas em água (100ºC) por 3 minutos para a sua desnaturação. 

 

 

2.14 Eletroforese e western blotting 

 
 

O volume dos extratos celulares correspondentes a 20 µg de proteína foram 

fracionados por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) desnaturante. O 

padrão de peso molecular correu em paralelo para estimar o peso molecular das 

amostras. Após 90 minutos de eletroforese a 150 V e 25 mA, as proteínas foram 

transferidas para membranas de nitrocelulose, por 30 minutos, 25V-1.0A, no 

equipamento Trans-Blot® TurboTM (Transfer System, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 

A eficiência da transferência foi avaliada pela coloração da membrana com o 

vermelho de Ponceau. 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 por 2 horas, sendo incubadas overnight com os determinados anticorpos 

primários:  E-caderina (rabbit - 1:1000, cat. 24E10) da Cell Signaling, Danvers, MA, 

USA;  Vimentina (mouse - 1:500, cat.:v5255) da Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA; 

Actina (mouse - 1:1000, cat. MAB1501), pSMAD2 (rabbit - 1:1000; cat. 04-953) e 

SMAD2/3 (rabbit - 1:1000, cat. 07-408) são da Millipore, Burlington, MA, USA; 

Claudina-1 (mouse - 1:100, cat. sc81796) e TGF-β (rabbit - 1:500, cat. sc7892) são 

da Santa Cruz, Dallas, TX, USA. Após 3 lavagens de 10 minutos com o Tween-

TBS, as membranas foram incubadas com os anticorpos secundários anti-IgG 

específicos conjugados à peroxidase (1:10.000) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 
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em temperatura ambiente e sob agitação, durante 2 horas. Para a detecção das 

bandas foi utilizado o kit de revelação por quimioluminescência (ECL) (Thermo 

Scientific, Rockford, IL, EUA). As membranas foram fotografadas utilizando-se o 

ChemiDoc® Imaging System (Bio-RAD, Hercules, CA, USA) e a densitometria foi 

analisada pelo Image Lab Software.  

 
 
2.15 RT-qPCR 

 

 

As células MCF-7 (3,5 x 105 células/poço) e MDA-MB-231 (2,5 x 105 

células/poço) foram semeadas em placas de 6 poços e estimuladas por 24 horas 

como descrito anteriormente. O RNA total foi extraído pelo método de separação 

por coluna através do kit RNAeasy Mini Spin Column (Qiagen, Hilden, NRW, GR), 

de acordo com o protocolo do determinado pelo fabricante. A quantificação e 

pureza do RNA total foram determinadas através do espectofotômetro NanoVue® 

Plus. As amostras de RNA foram retro-transcritas em DNA complementar 

utilizando-se o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, 

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA), que contém tampão de magnésio contendo 

H2O, dNTPs, primers randômicos e a enzima transcriptase reversa. As amostras de 

DNA complementar foram estocadas em freezer -80ºC até o momento de uso. 

Foram avaliados os seguintes genes: CDH1 (cat. QT00080143), SNAI1 (Snail, cat. 

QT00010010), SNAI2 (Slug, cat. QT00044128) e CLDN7 (cat. QT00235061). O 

nível da expressão do gene analisado foi normatizado em relação à β-actina (cat. 

QT01680476), todos os primers foram comprados da empresa Qiagen (Hilden, 

NRW, GR). A expressão relativa foi determinada pela análise do 2-ΔΔCt, que 

representa o valor da expressão do gene analisado em relação ao seu calibrador, 

em relação ao controle sem estímulo. O qPCR foi realizado em Rotor Gene Q e os 

amplicons foram quantificados pelo sistema de fluorescência da SybrGreen®. A 

condição padrão da reação de PCR foi: 95ºC por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos a 

95ºC por 5 segundos e 60ºC por 10 segundos, subsequente a uma curva-padrão de 

desnaturação. 
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2.16 Ensaio de migração pelo método de lesão de monocamada (wound 

healing) 

 
As células MCF-7 (2,0 x 105 células/poço) foram semeadas em placas de 24 

poços até atingirem 100% de confluência. Posteriormente, o sobrenadante foi 

descartado e as células foram tratadas com mitomicina (5µg/mL) diluída em DMEM 

sem SFB, por 2 horas. Em seguida, com o auxílio de uma ponteira de pipeta, foi 

feito um risco na placa, na posição vertical, para a remoção das células e o 

sobrenadante foi retirado. As células foram então estimuladas, como descrito 

anteriormente, durante o tempo de 48 horas de ensaio. Na parte inferior da placa foi 

feita uma linha horizontal com caneta permanente para guiar a realização das fotos. 

Tais regiões (um campo acima da linha da caneta e um campo abaixo) foram 

fotografadas nos tempos de 0, 24 e 48 horas, em microscópio invertido (Olympus 

IX71, Waltham, MA, USA), no aumento de 10x. As análises do fechamento foram 

realizadas com auxílio do software photoshop CS5.   

 
 
2.17 Análises estatísticas 

 
 

Os dados são expressos como médias ± erro padrão da média. As 

comparações de médias para variáveis quantitativas entre os grupos foram 

realizadas utilizando teste t de Student ou teste one-way ANOVA, seguido pelo pós-

teste de Bonferroni. Para toda análise, um valor de p < 0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo. A avaliação estatística foi realizada utilizando-se o  

software GraphPad Prism versão 7.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). 

 

  



65 

3 RESULTADOS 

 

 

3.1 O MC proveniente do TAV de indivíduos obesos apresenta grande 

quantidade de ácidos graxos  

 
 

Como já foi descrito na introdução, a obesidade desencadeia um quadro 

inflamatório no TA, além do aumento da liberação de ácidos graxos livres, VEs e 

disfunção metabólica; tais fatores podem atuar diretamente nas células tumorais 

levando ao aumento da malignidade (QUAIL; DANNENBERG, 2019; MORAES et 

al., 2021). A partir de nossos resultados anteriores, o nosso objetivo foi caracterizar 

o secretoma (MC e VEs) liberado pelo TA de pacientes magros e obesos, de forma 

a possibilitar a compreensão sob o aumento da malignidade de células tumorais de 

mama.  

Pacientes obesos apresentam uma maior quantidade de ácidos graxos 

circulantes, devido à disfunção dos adipócitos (BODEN, 2008; KUO; ANN, 2018); 

vale ressaltar que os mesmos apresentam um importante papel na promoção do 

tumor (NIEMAN et al., 2011; BALABAN et al., 2017; BINKER-COSEN et al., 2017, 

KUO; ANN, 2018). 

Dessa forma, caracterizamos por cromatografia gasosa o perfil de ácidos 

graxos de cadeia longa presentes no MC proveniente do TA de pacientes magros e 

obesos. Nas amostras de MC provenientes do TAS de pacientes magros foram 

detectados apenas os ácidos graxos oleico (monoinsaturado), linoleico 

(poliinsaturado) e esteárico (saturado), cujas quantidades foram inferiores às 

liberadas pelo TAV de indivíduos obesos (Figura 18). Além disso, observamos que 

o TAV de indivíduos obesos liberou níveis aumentados dos ácidos graxos 

insaturados linoleico, oleico e dos ácidos graxos saturados palmítico, láurico, 

mirístico e esteárico (Figura 19). 
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Figura 18 - Perfil lipídico do MC oriundo do TAS de indivíduos magros e TAV de 

indivíduos obesos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2022. 
Legenda: O conteúdo de ácidos graxos de cadeia longa no MC foi analisado usando GC-MS. Os 

componentes foram identificados comparando seus espectros de massa com os da 
biblioteca NIST05 contida no espectrômetro de massa do computador. Foram utilizados 
índices de retenção para confirmar a identidade dos picos no cromatograma. Os ácidos 
graxos foram quantificados através da determinação da razão da área de pico com os 
padrões internos de 9:0 e 19:0. Os resultados são representativos de 3 diferentes pacientes 
de cada grupo. 
 

 

 

3.2 O MC proveniente do TAV de indivíduos obesos apresenta níveis 

aumentados de adipocinas pró-inflamatórias 

 

 

Indivíduos saudáveis apresentam um perfil de liberação de adipocinas 

antiinflamatórias pelo TA, as quais fazem parte da regulação da homeostase; 

entretanto, durante o desenvolvimento da obesidade ocorre uma mudança nesse 

perfil, caracterizando a liberação de adipocinas pró-inflamatórias (OUCHI et al., 

2011). Algumas dessas adipocinas pró-inflamatórias já foram descritas por terem 

uma relação com a progressão tumoral. Desta forma, avaliamos o perfil de citocinas 

liberadas pelos explantes de TAS e TAV, através de um ensaio de Milliplex. 

Comparando os explantes de TAS dos pacientes magros e obesos observamos 

aumento da adipocina TGF-β1 no MC dos pacientes obesos (tabela 1A). Ao 
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compararmos os explantes de TAV dos pacientes magros e obesos, observamos 

aumento das adipocinas IL-6, TGF-β2 e TGF-β 3 (tabela 1B). 

Em seguida, avaliamos se o IMC teria alguma correlação com a liberação de 

tais adipocinas pelo TA. No TAS o TGF-β1 apresentou correlação positiva com o 

IMC (Figura 19). Entretanto, no TAV, as adipocinas IL-6, TGF-β2 e 3 não 

apresentam correlação com o IMC (Figura 20 A, B e C), respectivamente. 

 

Tabela 1 - Análise do perfil de liberação de adipocinas dos explantes de TAS de 

pacientes magros e obesos 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2022. 
Legenda: As adipocinas foram dosadas no MC do TAS e TAV dos indivíduos magros e obesos      

seguindo as instrucões de uso de acordo com o protocolo dos kits da Millipore, cada 
amostra foi aplicada em triplicata. Os resultados são representativos de 8 diferentes 
pacientes para MC TAS magro, 7 para MC TAS. O teste t de Student foi utilizado para 
avaliar a diferença entre os grupos. Os resultados foram representados como média ± 
desvio padrão (# p < 0,05). 
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Tabela 2 - Análise do perfil de liberação de adipocinas dos explantes de TAV de 

pacientes magros e obesos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2022. 
Legenda: As adipocinas foram dosadas no MC do TAS e TAV dos indivíduos magros e obesos 

seguindo as instrucões de uso de acordo com o protocolo dos kits da Millipore, cada 
amostra foi aplicada em triplicata. Os resultados são representativos de 3 diferentes 
pacientes para MC TAV magro, 7 para MC TAV obeso. O teste t de Student foi utilizado para 
avaliar a diferença entre os grupos. Os resultados foram representados como média ± 
desvio padrão (# p < 0,05). 

 

 

Figura 19 – Correlação entre o IMC e a adipocina TGF-β1 no TAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2022. 
Legenda: Foi avaliada a correlação entre o IMC dos pacientes e a adipocina TGF-β1 no TAS através 

do coeficiente de correlação de Pearson. 
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Figura 20 - Correlação entre o IMC e as adipocinas IL-6, TGF-β2 e TGF-3 no TAV 

 

Fonte: A autora, 2022. 
Legenda: Foi avaliada a correlação entre o IMC dos pacientes e a adipocina TGF-β1 no TAS através 

do coeficiente de correlação de Pearson, (A) IL-6, (B) TGF-β2, (C) TGF-β3. 
 

 

3.3 Perfil das VEs liberadas pelo TA 

 

 

Uma vez que o termo VEs engloba um grande grupo de vesículas, 

compreendido principalmente por exossomos e MPs, as quais apresentam 

tamanhos diferentes, avaliamos o perfil das VEs secretadas pelo TA, através do 

Zetasizer.  Observamos que tanto o TAS de indivíduos magros quanto o TAS e 

TAV de indivíduos obesos secretam populações de MPs, principalmente na faixa de 

200 nm (Figura 21). Embora o nosso protocolo de isolamento seja para as VEs 

maiores, também observamos populações de exossomos, principalmente na faixa 

de 75 e 100  nm para os exossomos derivados do TAS magro (Figura 21 A) e na 

faixa de 100 nm para os exossomos derivados do TAS TAV obeso (Figura 21 B e 

C).  
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Figura 21 - Análise do tamanho e concentração das VEs liberadas pelo TA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2022. 
Legenda: As VEs isoladas a partir do MC foram ressuspensas em PBS, e submetidas ao 

equipamento Zetasizer para a caracterização do padrão de distribuição do tamanho e 
percentual das VEs. Os resultados são representativos de um pool de 3 diferentes pacientes 
de cada grupo. 
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3.4 As VEs liberadas pelo TA de indivíduos obesos apresentam carga proteica 

específica  

 

Além da identificação das proteínas presentes nas VEs liberadas pelo TA, é 

importante avaliar como essas proteínas podem interagir entre si. Para determinar 

o interatoma entre as proteínas, utilizamos a ferramenta STRING. De acordo com 

os dados qualitativos obtidos na proteômica, as VEs do TA obeso apresentam uma 

maior diversidade de proteínas em comparação às VEs do TA magro, e 

consequentemente uma maior probabilidade de rede de interação de proteínas 

(Figuras 22 e 23). Além disso, muitas das proteínas presentes nas VEs do TA 

obeso apresentam proteínas relacionadas à progressão tumoral, que podem 

interagir umas com as outras, como por exemplo, as proteínas S100A4, S110A11, 

anexinas (ANXA) A1, A5 e A6 (WANG et al., 2008; LO et al., 2011; OKANO et al., 

2015; LECA et al., 2016; SUN et al., 2018). 
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Figura 22 - Rede de interação de proteínas encontradas no proteoma qualitativo de 

VEs liberadas pelo TAS de indivíduos magros 

 

Fonte: A autora, 2022. 
Legenda: A rede de interação das proteínas encontradas no proteoma qualitativo foi analisada 

utilizando a ferramenta de pesquisa STRING, de acordo com os filtros descritos na seção de 
metodologia. As proteínas envolvidas em azul estão presentes apenas nas VEs do TAS dos 
pacientes magros. 
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Figura 23 - Rede de interação de proteínas encontradas no proteoma qualitativo de 

VEs liberadas pelo TAV de indivíduos obesos 

 

Fonte: A autora, 2022. 
Legenda: A rede de interação das proteínas encontradas no proteoma qualitativo foi analisada 

utilizando a ferramenta de pesquisa STRING, de acordo com os filtros descritos na seção de 
metodologia. As proteínas envolvidas em vermelho estão presentes apenas nas VEs do 
TAV dos pacientes obesos. 
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3.5 As VEs liberadas pelo TA de indivíduos obesos apresentam aumento da 

expressão de TGF-β e vimentina 

 
 

É sabido que as VEs têm um importante papel na progressão tumoral, como 

na TEM, por serem capazes de carrear inúmeras moléculas, como RNAm, miRNA, 

citocinas, integrinas, que podem ser internalizados pelas células e assim 

desencadear a TEM. (GREENING et al., 2015). Demonstramos que o TAS obeso 

secreta níveis aumentados do TGF-β1 e o TAV obeso níveis aumentados de TGF-

β2 e 3, com isso, avaliamos se o TGF-β poderia estar presente nas VEs. Como 

podemos observar na Figura 24 A, tanto as VEs liberadas pelo TAS quanto pelo 

TAV de indivíduos obesos apresentaram expressão de TGF-β total, o que não foi 

observado nas VEs liberadas pelo TAS de indivíduos magros. Além disso, 

observamos que as VEs liberadas pelo TAS e TAV obeso também apresentam 

expressão de vimentina, o que não foi observado nas VEs liberadas pelo TAS de 

indivíduos magros (Figura 24 B). 

  
 

Figura 24 - Avaliação da expressão de TGF-β e vimentina nas VEs 

 

Fonte: A autora, 2022. 
Legenda: As VEs foram isoladas do TA e ressuspensas em tampão de lise. As amostras (20 µg) 

foram tratadas com o tampão de amostra e submetidas ao gel fracionador de policacrilamida 
SDS-PAGE e em seguida foi realizado o immunoblotting para detecção de (A) TGF-β e (B) 
vimentina. Os resultados são representativos de 4 diferentes pacientes para cada grupo. 
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3.6 Efeito do MC e das VEs liberadas pelo TA de indivíduos obesos sobre 

marcadores envolvidos na transição epitelial-mesenquimal 

 

 A principal característica da TEM é a perda da morfologia epitelial e 

aquisição do fenótipo mesenquimal (DONGRE; WEINBERG, 2019). Para 

determinar se o estímulo proveniente do TA obeso induziria a TEM, avaliamos 

marcadores celulares relacionados a TEM.  Utilizamos um grupo estimulado com o 

TGF- β como o controle positivo da TEM do nosso ensaio. Como esperado, nosso 

grupo controle diminuiu a expressão de E-caderina nas células MCF-7 (Figura 25 

A), entretanto não induziu diferença na expressão de claudina-1 (Figura 26 C e D). 

Observamos que o MC do TAV de indivíduos obesos induziu a diminuição 

dos níveis do marcador epitelial E-caderina nas células MCF-7 em comparação ao 

controle (sem estímulo) (Figura 25 A), enquanto as VEs do TAV obeso induziram a 

diminuição dos níveis de E-caderina nas células MCF-7 tanto em comparação ao 

controle (sem estímulo) quanto em comparação às VEs do TAS magro (Figura 26 

B). O grupo de MC ou VEs do TAS obeso não induziu diferença significativa nos 

níveis de E-caderina (Figura 25 A e B). 

 A claudina é uma família de proteínas de membrana envolvidas na formação 

das junções de oclusão, sendo portanto considerada um marcador epitelial 

(FURUSE et al., 2002). Entretanto,  a claudina-1 tem sido descrita por realizar um 

papel dúbio, apresentando tanto um papel anti-tumoral quanto pró-tumoral (BHAT 

et al., 2020). Com isto, avaliamos os níveis de claudina-1 nas células MCF-7 

estimuladas com o MC ou VEs do TA. Nossos resultados não demonstraram 

diferença significativa nos níveis de claudina-1 entre os diferentes grupos 

observados, tampouco com relação ao nosso controle positivo da TEM, o TGF-β 

(Figura 25 C e D). 
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Figura 25 - Avaliação da expressão de E-caderina e Claudina-1 nas células MCF-7  

Fonte: A autora, 2022. 
Legenda: As células MCF-7 foram estimuladas por 72 horas com O MC (20% v/v) ou com as VEs 

(20% v/v). O extrato total foi submetido ao SDS-PAGE e posterior immunoblotting para 
detecção dos marcadores celulares epiteliais (A e B) E-caderina, (C e D) claudina-1. Os 
resultados foram quantificados pelo Software Image Lab, a partir do cálculo da razão entre 
os níveis de E-caderina ou claudina-1 e a β-actina. Os resultados são representativos de 7 
diferentes experimentos. O teste one-way- anova com pós-teste de Bonferroni foi utilizado 
para avaliar a diferença entre os grupos (*p < 0,05, **p < 0,01, *****p < 0,001). Os resultados 
foram representados como média ± erro padrão. 

 

Embora as células MDA-MB-231 já apresentem um fenótipo mesenquimal e 

um caráter invasivo, os marcadores relacionados à transição epitelial-mesenquimal 

são avaliados para descrever o aumento ou diminuição da malignidade dessas 

células. Com isso, avaliamos os níveis de vimentina, um marcador mesenquimal, 

uma vez que recentemente demonstramos que tanto o MC quanto as VEs 

derivadas do TA obeso foram capazes de induzir tanto o aumento da migração 

quanto sua capacidade de invasividade (RAMOS-ANDRADE et al., 2020). Na figura 

26 A e B, podemos observar que não houve diferença estatística nos níveis de 



77 

vimentina nas células MDA-MB-231 estimuladas tanto pelo MC ou pelas VEs 

derivadas dos diferentes explantes de TA, nem no próprio grupo do controle 

positivo. 

 

Figura 26 - Avaliação da expressão de vimentina nas células MDA-MB-231 

 

Fonte: A autora, 2022. 
Legenda: As células MDA-MB-231 foram estimuladas por 72 horas com O MC (20% v/v) (A) ou com 

as VEs (20% v/v) (B). O extrato total foi submetido ao SDS-PAGE e posterior immunoblotting 
para detecção do marcador mesenquimal (A e B) vimentina. Os resultados foram 
quantificados pelo Software Image Lab, a partir do cálculo da razão entre os níveis de 
vimentina e β-actina. Os resultados são representativos de 4 diferentes experimentos. O 
teste one-way- anova com pós-teste de Bonferroni foi utilizado para avaliar a diferença entre 
os grupos. Os resultados foram representados como média ± erro padrão. 

 

 
3.7 Efeito das VEs liberadas pelo TA de indivíduos obesos sobre fatores de 

transcrição envolvidos na transição epitelial-mesenquimal 
 
 

Os fatores de transcrição têm um papel muito importante na TEM, pois eles 

regulam a expressão dos marcadores epiteliais e mesenquimais. Fatores de 

transcrição como ZEB, Snail, Slug e Twist induzem a expressão de centenas de 

genes associados ao estado mesenquimal e reprimem os genes associados ao 

estado epitelial, como por exemplo o gene CDH1, que codifica a E-caderina 

(BATTLE et al., 2000; CANO et al., 2000; SANCHEZ-TILLO et al., 2010). Portanto, 

analisamos se o nosso estímulo proveniente do TA obeso regula os fatores de 

transcrição envolvidos na TEM. 
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Observamos que as VEs derivadas do TAV obeso induziram a diminuição da 

expressão do gene CDH1 comparado às VES do TAS magro (Figura 27 A), 

corroborando o dado da diminuição da expressão de E-caderina visto 

anteriormente. Além disso as VEs do TAV obeso induziram o aumento da 

expressão de Snail (Figura 27 B) e diminuíram a expressão de Slug (Figura 27 C). 

Como não vimos diferença na expressão de claudina-1 anteriormente, avaliamos a 

expressão do RNA mensageiro para claudina-7, entretanto, não observamos 

diferença significativa ao compararmos os grupos.  

Avaliamos também a expressão dos fatores de transcrição Slug e Snail nas 

células MDA-MB-231. As VEs do TA obeso não induziram diferença na expressão 

de Slug (Figura 28 A), entretanto tanto as VEs do TAS e do TAV obeso induziram 

aumento de Snail em tais células. 

 

Figura 27 – Efeito das VEs liberadas pelo TA sobre a transcrição gênica de fatores  

envolvidos na transição epitelial-mesenquimal das células MCF-7 

 
Fonte: A autora, 2022. 
Legenda:  As células MCF-7 foram estimuladas durante 24 horas com as VEs (20% v/v) em DMEM 

suplementado com 5% de SFB. Após esse tempo foi extraído o RNA das células e as 
amostras foram então retrotranscritas em DNA complementar (cDNA). O nível da expressão 
dos genes CDH1 (A), Snail (B), CLDN7 (C) e Slug (D) analisados foram normatizados em 
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relação a β-actina. A expressão relativa foi determinada pela análise do 2-ΔΔCt, que 

representa o valor da expressão do gene analisado em relação ao controle sem estímulo. 
Os resultados são representativos de um n de 6 para Snail e n de 3 para CDH1, Snail e 
Slug. O teste one-way- anova com pós-teste de Bonferroni foi utilizado para avaliar a 
diferença entre os grupos (*p < 0,05; ***p<0,005). Os resultados foram representados como 
média ± erro padrão. 

 

Figura 28 - Efeito das VEs liberadas pelo TA sobre os fatores de transcrição 

envolvidos na transição epitelial-mesenquimal das células MDA-MB-

231 

 

Fonte: A autora, 2022. 
Legenda: As células MDA-MB-231 foram estimuladas durante 24 horas com as VEs (20% v/v) em 

DMEM suplementado com 5% de SFB. Após esse tempo foi extraído o RNA das células e 
as amostras foram então retrotranscritas em DNA complementar (cDNA). O nível da 

expressão dos genes Slug (A) e Snail (B) analisados foram normatizados em relação a β-

actina. A expressão relativa foi determinada pela análise do 2-ΔΔCt, que representa o valor 
da expressão do gene analisado em relação ao controle sem estímulo. Os resultados são 
representativos de um n de 3 para Snail e Slug. O teste one-way- anova com pós-teste de 
Bonferroni foi utilizado para avaliar a diferença entre os grupos (*p < 0,05; ***p<0,005). Os 
resultados foram representados como média ± erro padrão. 

 

3.8 Avaliação de vias de sinalização envolvidas na transição epitelial- 

mesenquimal 

 

A via do TGF-β/Smad é uma das principais indutoras da TEM pela regulação 

positiva dos fatores de transcrição relacionados a esse processo (XU; LAMOUILLE; 

DERYNCK, 2009). Uma vez que observamos que tanto o TAS quanto o TAV de 

indivíduos obesos secretam uma maior quantidade de TGF-β, o qual está presente 

em grandes quantidades nas VEs, avaliamos se esta via poderia estar sendo 
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ativada. Como podemos observar na figura 29, o MC do TAS ou TAV obeso não 

induziu diferença na ativação desta via entre os grupos (Figura 28 A), entretanto, as 

VEs do TAV obeso induziram o aumento da fosforilação da proteína SMAD2 tanto 

em comparação ao grupo controle (sem estímulo) quanto às VEs do TAS magro 

(Figura 29 B). 

 

Figura 29 - Efeito das VEs liberadas pelo TA sobre a via de sinalização do TGF-

β/SMAD nas células MCF-7 

 

Fonte: A autora, 2022. 
Legenda: As células MCF-7 foram estimuladas por 24 horas com o MC (20% v/v) (A) ou com as VEs 

(20% v/v) (B). O extrato total foi submetido ao SDS-PAGE e posterior immunoblotting para a 
detecção de pSMAD2 e SMAD2. Os resultados foram quantificados pelo Software Image-
Lab, a partir do cálculo da razão entre os níveis de pSMAD2 e SMAD2. Os resultados são 
representativos de 4 diferentes experimentos. O teste one-way- anova com pós-teste de 
Bonferroni foi utilizado para avaliar a diferença entre os grupos (*p < 0,05). Os resultados 
foram representados como média ± erro padrão. 

 

 A via da WNT/β-catenina é uma outra via relacionada à TEM; quando esta 

via é ativada, a β-catenina não é ubiquitinada e degradada, translocando-se para o 

núcleo (HUANG et al., 2008). Uma vez que esta via já foi descrita por estar ativada 

na obesidade (DAS et al., 2021), avaliamos se o MC ou VEs do TA estariam 

influenciando na ativação dessa via. Como podemos observar, nem o MC (Figura 

30 A) e nem as VEs (Figura 30 B) induziram diferença na expressão de β-catenina 

nuclear entre os grupos. 
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Figura 30 - Efeito das VEs liberadas pelo TA sobre a via de sinalização da Wnt/β-

catenina nas células MCF-7 

 
Fonte: A autora, 2022. 
Legenda: As células MCF-7 foram estimuladas por 24 horas com o MC (20% v/v) (A) ou com as VEs 

(20% v/v) (B). O extrato nuclear foi submetido ao SDS-PAGE e posterior immunoblotting 

para a detecção de β-catenina e histona H3. Os resultados foram quantificados pelo Image 

Lab Software, a partir do cálculo da razão entre os níveis de β-catenina e histona H3. Os 

resultados são representativos de 3 e 4 diferentes experimentos, respectivamente. O teste 
one-way- anova com pós-teste de Bonferroni foi utilizado para avaliar a diferença entre os 
grupos (*p < 0,05). Os resultados foram representados como média ± erro padrão. 

 

3.9 O MC e as VEs provenientes do TA de indivíduos obesos induzem 

aumento da migração nas células MCF-7 

 

Em nosso trabalho anterior, mostramos que o MC e as VEs provenientes do 

TA derivado de indivíduos obesos aumentaram a capacidade proliferativa das 

células tumorais de mama MCF-7 através da via de sinalização ERK/MAPK. Já nas 

células MDA-MB-231, o MC e VEs do TA obeso potencializaram ainda mais as 

propriedades migratórias e invasivas destas células, efeitos dependentes da 

ativação da via PI3K/Akt (RAMOS-ANDRADE et al., 2020). 

A migração celular é um mecanismo muito importante utilizado pelas células 

tumorais para a progressão do tumor, sendo considerada um dos hallmarks que 

está diretamente relacionado a uma maior malignidade e pior prognóstico 

(HANAHAN e WEINBERG, 2011). Nossos resultados anteriores demonstraram que 

o pré-tratamento das células MCF-7 com o MC ou as VEs provenientes do TA 

obeso, não aumentou sua capacidade migratória (dados não mostrados), como 
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observado nas células MDA-MB-231. Entretanto, tais estímulos durante todo o 

tempo de ensaio induziram o aumento da migração das células MCF-7 no tempo de 

24 horas (Figura 31 A e C, respectivamente), que se manteve sustentado durante o 

tempo de 48 horas (Figura 31 B e D, respectivamente).  

 

Figura 31 - Efeito do MC e VEs liberadas pelo TA obeso sobre a migração das 

células MCF-7 

Fonte: A autora, 2022. 
Legenda: Após as células MCF-7 plaqueadas terem atingido 100% da confluência elas foram 

tratadas por 2 horas com mitomicina (5µg/mL). Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 
as células foram estimuladas com o MC (20%v/v) ou VEs (20% v/v) provenientes do TAS de 
indivíduos magros ou do TAS e TAV de indivíduos obesos, diluídos em DMEM 
suplementado com 5% de SFB. A migração celular foi avaliada pelo método de Wound 
Healing, no tempo de 24 e 48 horas (comparado ao tempo 0 hora). As fotos foram retiradas 
no microscópio invertido, em um aumento de 10x (2 fotos por campo). Os resultados são 
representativos de 4 diferentes pacientes para cada grupo. O teste one-way- anova com 
pós-teste de LSD foi utilizado para avaliar a diferença entre os grupos (*p < 0.05, *p<0.01). 
Os resultados foram representados como média ± erro padrão. 
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4. DISCUSSÃO 

 

 

Diversos estudos têm demonstrado a estreita relação entre a obesidade e o 

aumento do risco de vários tipos de câncer. No câncer de mama, evidências 

demonstram uma forte associação entre o IMC elevado, o aumento de sua 

incidência (WOLIN et al., 2010) e um pior prognóstico (CALLE e KAAKS, 2004; 

PROTANI et al., 2010; FORD et al., 2013). Para entender melhor esta relação entre 

a obesidade e o câncer de mama nosso grupo desenvolveu um modelo in vitro que 

mimetiza o contato das células tumorais de mama com as moléculas solúveis e as 

VEs secretadas pelo TA. Através deste modelo, demonstramos anteriormente que 

tanto o MC quanto a fração de VEs liberados in vitro pelo TA de indivíduos obesos 

aumentaram o potencial proliferativo das células tumorais de mama MCF-7 via 

MAPK/ERK, e potencializaram as propriedades migratórias e invasivas das células 

MDA-MB-231, via PI3K/Akt. Também detectamos que as VEs derivadas do TA 

obeso são enriquecidas em leptina e MMP-9, e ao estimularmos as células MDA-

MB-231 com estas VEs observamos uma potencialização da liberação de MMP-9 

pelas mesmas.  Evidenciamos assim, um papel importante das VEs secretadas 

pelo TA obeso no microambiente tumoral (RAMOS-ANDRADE et al., 2020).  

No presente trabalho, ao realizarmos o ensaio de migração com as células 

MCF-7, utilizando o MC ou as VEs durante todo o tempo de migração, nós vimos 

aumento da capacidade de migração dessas células nos tempos de 24 e 48 horas; 

este dado contrasta com o nosso dado anterior, no qual o pré-tratamento com o 

secretoma do obeso não foi capaz de induzir o aumentando de migração das 

células MCF-7. Entretanto, essa condição atual de ensaio mimetiza o que acontece 

fisiologicamente, uma vez que o TA e seu secretoma estão em contato durante 

todo o tempo com as células tumorais. O aumento da atividade de ERK que 

observamos anteriormente nas células MCF-7 talvez também pode estar 

correlacionado com o aumento da migração observado. 

 A partir de tais achados e dos resultados anteriores, nossos objetivos no 

presente trabalho foram caracterizar o conteúdo liberado pelo TA branco (MC e 

VEs) dos pacientes, com o objetivo de identificar possíveis moléculas candidatas 

que estariam sustentando tais efeitos celulares e, avaliar de que forma o conteúdo 
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liberado pelo TA levou as células a adquirirem um caráter mais migratório, como 

por exemplo, na indução da TEM. 

Na obesidade, devido à disfunção dos adipócitos, ocorre aumento dos níveis 

de ácidos graxos circulantes (BODEN, 2008), os quais têm sido correlacionados 

com a progressão tumoral (NIEMAN et al., 2011; BALABAN et al., 2017; BINKER-

COSEN et al., 2017). Neste trabalho demonstramos que o MC do TAV obeso 

apresentou grandes quantidades dos ácidos graxos saturados láurico, mirístico, 

esteárico e principalmente o palmítico, o qual foi o mais abundante nas nossas 

amostras. Essa disponibilidade de ácidos graxos também pode estar relacionada 

ao aumento de migração que observamos nas células.  

O palmitato é o ácido graxo saturado mais comum encontrado no corpo 

humano (CARTA et al., 2017), e o aumento da sua ingestão in vivo (FATIMA et al., 

2019), bem como adicionado a cultura de células tumorais (in vitro) (BINKER-

COSEN et al., 2017), está associado a um pior prognóstico do câncer. Em cultura 

de células de câncer de pâncreas, o ácido palmítico induziu o aumento da 

invasividade mediado pela via de sinalização TLR4/ROS/NFκB/MMP-9 (BINKER-

COSEN et al., 2017). O palmitato também foi descrito por induzir a proliferação de 

células de melanoma, in vitro, através da ativação da via da Akt (KWAN et al., 

2014). Liu e colaboradores demonstraram que o palmitato foi capaz de induzir 

propriedades de células-tronco em células de câncer triplo-negativas, como a MDA-

MB-231, promovendo a capacidade de iniciação tumoral (LIU et al., 2022).  Um 

outro estudo mostrou que VEs liberadas por adipócitos podem carrear ácidos 

graxos e enzimas responsáveis pela oxidação dos ácidos graxos, os quais são 

transferidos para diferentes linhagens celulares de melanoma, desencadeando 

dessa forma o aumento da malignidade (CLEMENT et al., 2020). 

Ácidos graxos poliinsaturados também já foram descritos por apresentarem 

relação com a progressão tumoral. (AZRAD; TURGEON, 2013). Já foi demonstrado 

que o ácido linoleico pode induzir a proliferação e invasão em células de câncer de 

mama (REYES et al., 2004; YONEZAWA et al., 2008). Foi também demonstrado 

que o ácido linoleico é capaz de induzir a TEM em células epiteliais mamárias da 

linhagem celular MCF-10, além induzir a ativação da quinase de adesão focal 

(FAK), o NFκB e a liberação de MMP-2 e MMP-9 (ESPINOSA-NEIRA et al., 2011).  

Os ácidos graxos também podem apresentar ação antitumoral, Perez e 

colaboradores já demonstraram que o ácido gama-linolênico induziu a morte de 
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células tumorais de uma linhagem humana de fribrossarcoma (PEREZ et al., 2020). 

Além disso, Hardy e colaboradores demonstraram que o palmitato induziu a morte 

celular na linhagem tumoral de mama MDA-MB-231 (HARDY et al., 2003), 

ressaltando o papel dúbio que os ácidos graxos podem exercer. 

 O aumento de citocinas inflamatórias liberadas pelo TA na obesidade é bem 

descrito na literatura, bem como seu papel na progressão tumoral (QUAIL; 

DANNENBERG, 2019). Embora considerados morfológica e funcionalmente 

diferentes, já foi relatado que os depósitos de TAS e TAV em indivíduos magros 

secretam níveis similares de TNF-α (WALKER et al., 2007; ZHA et al., 2009), IL-6 

(ANTUNES et al., 2006) e não mostraram diferenças na expressão de IL-1β, IL-8, 

TNF- α e MIP1-α (SAMARAS et al., 2010). Apesar de alguns trabalhos mostrarem a 

similaridade de citocinas pró-inflamatórias entre os dois depósitos, nossos 

resultados demonstraram um perfil menos inflamatório do TAS. Comparando o TAS 

de indivíduos obesos com o de indivíduos magros, nós observamos o aumento de 

TGF-β1, que apresentou correlação positiva com o IMC.  Enquanto ao comparar os 

explantes  de TAV, observamos aumento de IL-6 e TGF-β2 e 3 liberados pelo TAV 

obeso, os quais não apresentaram relação com o IMC.  

O aumento de TGF-β1 liberado pelo TA de pacientes obesos corrobora 

dados da literatura (ALESSI et al., 2000; FAIN; TICHANSKY; MADAN, 2005); 

concentrações séricas elevadas de TGF-β2 também foram encontradas em 

camundongos obesos em comparação com camundongos magros (ZHANG et al., 

2021). Com relação ao TGF-β3, não há dados na literatura relatando o aumento de 

TGF-β2 e 3 durante a obesidade. Além disso, também detectamos a presença de 

TGF-β nas VEs do TAS e do TAV de indivíduos obesos; Camino e seu grupo 

também observaram o aumento de TGF-β nas VEs liberadas pelo TAV obeso 

(CAMINO et al., 2022). 

É descrito na literatura que as três isoformas do TGF-β são capazes de 

induzir a TEM em diferentes tipos celulares (MIETTINEN et al., 1994; PIEK et al., 

1999; VALCOURT et al., 2005). A super-expressão de TGF-β2 foi descrita por estar 

associada à TEM, a um pior prognóstico do câncer gástrico (YANG et al., 2020) e 

outros tipos de câncer (CUI et al., 2014; JIANG et al., 2020). O TGF- β também 

pode colabora com outras vias de sinalização, como a ERK, p38 MAPK, PI3K/AKT 

e RHOlike GTPases (DERYNCK; MUTHUSAMY; SAETEURN; 2014; LAMOUILLE; 

DERYNCK, 2014). Walker e colaboradores demonstraram que a expressão de 
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TGF-β3 em células tumorais de próstata foi capaz de aumentar a migração e a 

invasividade de forma mais potente do que o TGF-β1, através da via da PI3K/Akt 

(WALKER et al., 2013). A ativação das vias da PI3K/AKT nas células MDA-MB-231 

e da ERK nas células MCF-7, observadas no nosso trabalho anterior (RAMOS-

ANDRADE et al., 2020), pode estar relacionada ao aumento de TGF-β que 

identificamos no presente trabalho. Além disso, essas vias também podem estar 

relacionadas aos fatores relacionados a TEM observados.  

Tem sido reportado que VEs liberadas por diferentes linhagens de células 

tumorais são capazes de carrear TGF-β; Goulet e colaboradores demonstraram 

que exossomos derivados de linhagens celulares de carcinoma de bexiga 

apresentam um conteúdo rico em TGF-β, capaz de induzir a diferenciação de 

fibroblastos saudáveis em fibroblastos associados ao tumor (CAFs), por meio da 

ativação da via de sinalização do TGF-β/SMAD (GOULET et al., 2018). Além disso, 

estes autores demonstraram que a maior parte do TGF-β presente no 

sobrenadante das células tumorais estava presente dentro dos exossomos. Já foi 

descrito também, que exossomos derivados de CAFs de ovário apresentam uma 

super-expressão de TGFβ-1, os quais podem ser capturados por células de câncer 

de ovário, induzindo  a TEM através da ativação da via da SMAD (LI et al., 2017).  

 As isoformas do TGF-β também estão envolvidas em outras funções 

biológicas na vida adulta. O TGF-β2 pode ser liberado pelo TA de camundongos 

em resposta a prática de exercícios, melhorando a tolerância à glucose e regulando 

o metabolismo de ácidos graxos (TAKAHASHI et al., 2019). Petrus e colaboradores 

demonstraram, in vivo e in vitro, que o TGF-β3 está envolvido na expansão 

hiperplásica do TAS, mediada por efeitos nas células precursoras dos adipócitos; 

além disso, já foi demonstrado que o ganho de peso em camundongos foi 

acompanhado por um aumento de TGF-β3 no TAS, e que mesmo após a perda de 

peso esse aumento foi irreversível, contribuindo para manter o número de 

adipócitos (PETRUS et al., 2018).  

Para que as células adquiram um caráter migratório é necessário que elas 

diminuam a expressão das proteínas presentes nas junções celulares, diminuindo o 

contato célula-célula e permitindo a migração (DONGRE; WEINBERG, 2019). A 

perda de E-caderina é considerada um evento marcante da TEM, que inicia uma 

série de eventos de sinalização e reorganização do citoesqueleto (LLORENS et al., 

1998). No presente trabalho, observamos que tanto o MC quanto as VEs do TAV 
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obeso induziram diminuição de E-caderina nas células MCF-7 em comparação ao 

controle (sem estímulo). Apesar de ser  uma proteína de junção celular, a claudina-

1 (CLDN1) é descrita por ter um papel pró e antitumoral (BHAT et al., 2020). Já foi 

demonstrado que a CLDN1 é expressa em vários tipos de cânceres humanos 

(DHAWAN et al., 2005, BLANCHARD et al., 2009, SUH et al., 2013). Em cânceres 

de mama, a expressão de CLDN1 foi significativamente associada ao subtipo basal 

de câncer de mama (BLANCHARD et al., 2009). Outras evidências demonstraram 

que a CLDN1 induz a TEM, aumentando a maliginidade no câncer de cólon 

(DHAWAN et al., 2005) e no de fígado (SUH et al., 201). Entretanto, não 

observamos diferença  na expressão de claudina-1 entre os grupos estudados.  

Um dos mecanismos que pode estar regulando a diminuição da E-caderina 

nas células MCF-7 estimuladas com as VEs do TA obeso pode ser a ativação da 

via do TGF-β/SMAD, uma vez que há o aumento de TGF- β tanto no MC quanto 

nas VEs. Diversos mecanismos podem ter envolvimento com o aumento do TGF-β 

que observamos no MC e nas VEs liberadas pelo TA de indivíduos obesos, um 

deles pode ser através do aumento das espécies reativas de oxigênio (EROs). Jain 

e colaboradores demonstraram que as EROs mitocondriais induziram TGF-β em 

fibroblastos de pulmão humano (JAIN et al., 2013). Outros autores demonstraram 

que o aumento na produção de EROs induziu a ativação da MAPK e aumentou a 

expressão de precursores do TGF-β e a secreção de TGF-β1 por queratinócitos 

humanos normais, que por sua vez também levam a ativação de MAPK, 

desencadeando a TEM nesses queratinócitos (FUKAWA et al., 2012). Um outro 

fator que poderia estar aumentando os níveis de TGF-β no TA  de indivíduos 

obesos é a MMP-9, uma vez que já foi demonstrado que esta enzima é capaz de 

ativar as 3 isoformas do TGF-β latente (YU; STAMENKOVIC, 2000). 

Demonstramos anteriormente que as VEs secretadas pelo TA de indivíduos obesos 

são enriquecidas em MMP-9, e que a estimulação das células MDA-MB-231 com 

essas VEs também secretaram MMP-9 bioativa (RAMOS-ANDRADE et al., 2020). 

As integrinas, que são proteínas de adesão presentes na membrana celular, 

responsáveis por mediar comunicação entre a matriz extracelular e o citoplasma, 

também podem levar à ativação do TGF-β latente (WIPFF, HINZ, 2008). No caso 

do câncer, onde, normalmente, ocorre o aumento da expressão de integrinas nas 

células tumorais (MOSCHOS, KIRKWOOD, et al., 2007), as mesmas poderiam 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://pt.wikipedia.org/wiki/Membrana_celular
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exacerbar a ação do TGF-β que está sendo liberado em alta quantidade pelo TA 

dos indivíduos obesos. 

A via de sinalização do TGF-β é muito bem descrita por induzir a expressão 

de fatores transcricionais relacionados ao estado mesenquimal (como Snail, Slug, 

Zeb e Twist) e reprimir do estado epitelial (CDH1) (BATTLE et al., 2000; CANO et 

al., 2000; SANCHEZ-TILLO et al., 2010). Nossos resultados demonstram que as 

VEs do TA obeso levaram a diminuição de CDH1 nas células MCF-7, o gene 

responsável pela codificação da E-caderina, corroborando nosso dado de 

diminuição da expressão proteica de E-caderina, além de aumentar a expressão de 

Snail, responsável por inibir a ação de CDH1. Embora o Slug seja um fator de 

transcrição que está aumentando na transcrição, atuando de forma conjunta ao 

Snail e outros fatores para reprimir o estado epitelial, nós observamos a diminuição 

desse fator de transcrição. Embora este dado contraste com os dados presentes na 

literatura, a expressão diminuída de SLUG já foi associada a uma sobrevida global 

mais curta no câncer endometrial (SUPERNAT et al., 2013). Uma possibilidade é 

que a diminuição de Slug possa ser uma tentativa de tentar reprimir a ação de 

Snail. Nas células MDA-MB-231 estimuladas com as VEs do TA obeso também 

observamos aumento de Snail; possivelmente, as VEs do TA obeso induzam o 

aumento de Snail por mecanismos diferentes, uma vez que as células MCF-7 e 

MDA-MB-231 apresentam subtipos diferentes e respondem de maneiras diferentes 

frente a determinados estímulos. Yang e colaboradores demonstraram que Snail 

aumenta a capacidade da FAO através da diminuição de malonil-CoA, que é um 

inibidor endógeno da carnitina palmitoil transferase-1 (CPT1), permitindo dessa 

forma uma maior oxidação de ácidos graxos por células de câncer de mama 

(YANG et al., 2020). 

Embora o MC do TAV obeso tenha induzido a diminuição de E-caderina, não 

observamos aumento na fosforilação de SMAD2 induzido pelo MC, entretanto 

observamos um papel das VEs sobre a fosforilação de SMAD2. Vale ressaltar, que  

a diminuição da E-caderina pode estar ocorrendo por algum outro mecanismo 

independente da via do TGF-β, talvez por um aumento de CD36 (uma translocase 

de ácidos graxos), possibilitando uma maior captação de ácidos graxos. Dury e 

colaboradores demonstraram que no câncer colorretal o aumento de CD36 regula 

positivamente a expressão de MMP28, que cliva e diminui a expressão de E-

caderina, em câncer colorretal (DRURY et al., 2022). Já foi demonstrado também 
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que o CD36 foi capaz de induzir a TEM de células de hepatocarcinoma através da 

ativação das vias Wnt/β-catenina e TGF-β/SMAD (NATH et al., 2015).  

Apesar de ver diminuição de E-caderina, não observamos o aumento de 

proteínas mesenquimais, talvez pela aquisição de fenótipos híbridos 

epiteliais/mesenquimais (E/M), que podem ser mais parecidos com “células tronco”, 

metastáticas e agressivas do que os estados epiteliais ou mesenquimais completos 

(JOLLY et al., 2015; PASTUSHENKO et al., 2018). As células com esse fenótipo 

híbridos muitas vezes são mais correlacionadas a um pior prognóstico (CHEUNG, 

EWALD, 2016; JIA et al., 2019). Os mecanismos que permitem que as células 

cancerosas mantenham os fenótipos híbridos E/M ainda não são muito bem 

esclarecidos, mas sabe-se que um conjunto de fatores conhecidos como ‘fatores de 

estabilidade fenotípica' (PSFs) podem ajudar as células a manter esse fenótipo 

híbrido E/M, evitando que células que ganharam plasticidade parcial sejam 

submetidas a uma TEM completa, permitindo a migração celular coletiva. 

(WATANABE et al., 2014; JOLLY et al., 2016 JOLLY, et al., 2017; JOLLY et al., 

2019). 

Nós também observamos que as VEs liberadas pelo TAS e TAV de 

indivíduos obesos apresentam alta expressão de vimentina em comparação com as 

VEs liberadas pelo TAS de indivíduos magros. Rahman e colaboradores 

demonstraram que exossomos oriundos de células tumorais de pulmão, ricos em 

vimentina, induziram a TEM em células normais de brônquios, aumentando sua 

proliferação, migração e invasão, e que ao silenciar o RNAm para a vimentina nos 

exossomos atenuou tais efeitos (RAHMAN et al., 2016). A vimentina é capaz de se 

ligar com alta afinidade à superfície de células tumorais de cólon, mas não às 

células normais, ativando a via de sinalização da Wnt/β-catenina, e desencadeando 

a TEM (SATELLI et al., 2016). A vimentina, assim como o TGF-β, também pode 

ativar integrinas (BIANCHI, GERVASI, MEGAN, 2010; MORI et al., 2015; DMELLO 

et al., 2016; KIM et al., 2016), aumentando a agressividade através da inibição da 

apoptose, aumento da proliferação, indução do remodelamento da matriz 

extracelular, angiogênese e a TEM (MOSCHOS, KIRKWOOD, et al., 2007; 

BIANCHI, GERVASI, MEGAN, 2010). 

Ao comparar a carga proteica presente nas VEs secretadas pelo TAS de 

indivíduos magros e o TAV de indivíduos obesos através de análise proteômica. 

Observamos que algumas proteínas que apresentaram conteúdo aumentado nas 
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VEs liberadas pelo TAV de indivíduos obesos apresentam relação com a 

progressão tumoral, como por exemplo proteínas da família S100A, uma 

superfamília de proteínas ligantes de cálcio S100. Sabe-se que possuem 

envolvimento em diversas doenças inflamatórias e, no câncer, estando implicadas 

em funções celulares como angiogênese, diferenciação, celular, apoptose, 

motilidade, invasão e na TEM (LO et al., 2011; KLINGELHOFER; GRIGORIAN, 

2019); além de estarem associada a um pior prognóstico do câncer de mama 

(ISMAIL et al., 2016). Com relação à proteína S100A4, por exemplo, a mesma pode 

ser induzida pelo TGF-β, desencadeando a TEM em células tumorais gástricas (LI 

et al., 2018). O TNF-α é outra adipocina altamente secretada pelo TA que também 

pode induzir a expressão de S100A4, contribuindo para a TEM e progressão do 

colangiocarcinoma (TECHASEN et al., 2014). A proteína S100 também já foi 

demonstrada estar superexpressa em amostras tumorais de pacientes com câncer 

colorretal e apresentar correlação com a progressão do câncer (WANG  et al., 

2008); bem como a progressão do câncer colorretal através da ativação da via do 

TGF-β/SMAD (NIU et al., 2016). 

 Outra família de proteínas presentes nas VEs do TA obeso é a anexina 

(ANXA), tais proteinas se ligam à membrana foslipídica e são dependentes de 

cálcio (LAOHAVISIT et al., 2011). Detectamos a presença de ANXA1, ANXA5 e 

ANXA6, que também são descritas por apresentarem relação com o aumento de 

malignidade (OKANO et al., 2015; LECA et al., 2016; SUN et al., 2018). Além das 

VEs do TA obeso apresentarem uma maior diversidade de proteínas relacionadas à 

progressão tumoral nas VEs do TA obeso, essas proteínas também podem interagir 

entre si, como por exemplo, as proteínas anexina 1 e caldesmon; já foi 

demonstrado que a interação entre essas proteínas está associada à resistência ao 

tamoxifeno em pacientes com câncer de mama (DE MARCHI et al., 2016). A 

interação de proteínas relacionadas à progressão tumoral podem potencializar 

ainda mais a malignidade do câncer. As VEs liberadas pelo TA de indivíduos 

obesos, além de apresentarem aumento de proteínas relacionadas ao 

estabelecimento da TEM, e consequentemente da progressão tumoral, 

apresentaram também a diminuição proteínas que podem atuar como supressoras 

tumorais. A lactotransferrina, por exemplo, foi relatada por exercer efeito 

antitumoral pela inibição da angiogênese em um modelo de câncer de cólon (HUI-

YING et al., 2017), e também como supressora no carcinoma de nasofaringe, 
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através da inibição de AKT por múltiplos mecanismos (DENG et al., 2013). A 

apoliproteína A1, principal componente da lipoproteína de alta densidade (HDL), 

tem ação cardioprotetora e efeito anti-tumorigênico (ZAMANIAN-DARYOUSH et al., 

2013). Peng e colaboradores demonstraram que um peptídeo mimético da 

apoliproteína A1 exibiu um efeito terapêutico eficaz sobre a progressão do câncer 

de pâncreas, pela inibição macrófagos associados ao tumor, diminuindo a 

inflamação (PENG et al., 2017).   

A comunicação célula-célula é vital durante o desenvolvimento em uma 

multiplicidade de fatores fisiológicos e processos patológicos (QUAIL e JOYCE, 

2013) os quais podem ser mediados por VEs (COLOMBO et al., 2014; YOON et al., 

2014). Assim, como vimos nos nossos resultados, diversos estudos têm 

demonstrado o papel primordial das VEs no câncer, as quais são capazes de 

transferir proteínas oncogênicas e ácidos nucleicos que modulam as células-alvo e 

desempenham papéis decisivos na tumorigênese, TEM, proliferação, migração, 

resistência às drogas e metástase (FRIEDL e WOLF, 2003; BIGAGLI et al., 2016; 

KIM et al., 2016; WANG et al., 2016; LI et al., 2016). La Camera e colaboradores 

demonstraram que VEs derivadas de adipócitos (diferenciados a partir de pré-

adipócitos 3T3-L1) aumentaram a proliferação, migração e invasão de células de 

câncer de mama MCF-7 e MDA-MB-231, através da indução de características 

atreladas à TEM e também características de células-tronco, mediadas pelo fator 

de transcrição HIF-1α (LA CAMERA et al., 2021). Uma vez que as VEs podem 

participar de cada etapa do desenvolvimento do câncer, elas são um importante 

alvo de estudo. 

 Recentemente, foi demonstrado que o TA é a principal fonte de miRNAs 

presentes em exossomos, os quais regulam a expressão gênica em órgãos 

distantes específicos, como no fígado, mediando um novo meio de comunicação 

intercelular por VEs, semelhantes aos mecanismos mediados por adipocinas 

(THOMOU et al., 2017). Sendo assim, é importante determinar se a expressão de 

moléculas específicas na superfície dos exossomos derivados do TA  poderiam 

estar envolvidos nesse tropismo organotrópico. Por exemplo, foi descrito que 

exossomos derivados de diferentes modelos de câncer em camundongos 

conduziram metástases específicas de órgãos durante a formação de nichos pré-

metastáticos (HOSHINO et al., 2015). Da mesma forma, foi demonstrado que 

adipócitos do TAV secretam exossomos com miRNAs específicos envolvidos na 
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regulação das vias do TGF-β  e da Wnt/b-catenina (FERRANTE et al., 2015). Os 

miRNAs presentes nas VEs também podem estar envolvidos na progressão do 

câncer mediada pela obesidade, uma vez que já foi demonstrado que o TA é uma 

das principais fontes de liberação de miRNA presentes em exossomos (THOMOU 

et al., 2017); além disso, já foi demonstrado que na obesidade ocorre uma 

mudança no perfil dos miRNAs circulantes e na sua secreção pelo TA, em 

comparação a indivíduos magros (HENEGHAN et al, 2011). Além disso já é bem 

estabelecida a participação de miRNA em diferentes tipos de câncer (REDDY et al., 

2015). 

Neste estudo demonstramos que as VEs liberadas pelo TA de indivíduos 

obesos apresentam proteínas com ação pró-tumoral, como o TGF-β, vimentina, 

S100. Além disso, tais VEs aumentaram a migração das células MCF-7, diminuiram 

a expressão gênica de CDH1 e consequentemente de E-caderina, e aumentaram a 

expressão de Snail, fatores que estão relacionadas à TEM e aumento da 

malignidade. Em conjunto, nossos dados demonstraram um papel primordial das 

VEs liberadas pelo TA, na obesidade, na modulação de células tumorais de mama. 

Com a caracterização do secretoma do TA de indivíduos obesos fomos capazes de 

selecionar possíveis moléculas envolvidas na TEM dessas células tumorais de 

mama. No entanto, ainda se faz necessário compreender melhor os papéis 

multifacetados das VEs e seu efeito na modulação do microambiente tumoral, 

indução da TEM e progressão do tumor, a fim de possibilitar o desenvolvimento de 

novas abordagens terapêuticas para tratamentos efetivos contra o câncer.  
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CONCLUSÕES 

 

 

Em conclusão, observamos que o TAV obeso libera uma maior quantidade 

de ácidos graxos, principalmente o palmitato, comparação ao TAS magro. Além 

disso, o TAV obeso apresentou liberação de maiores níveis de IL-6, TGFβ-2 e 3, 

comparado ao TAV magro, enquanto o TAS obeso apresentou maiores níveis de 

TGFβ-1, em comparação ao TAS magro, positivamente correlacionado ao IMC. 

Demonstramos que as VEs do TA obeso apresentam proteínas relacionadas 

à progressão tumoral, como o TGFβ-1, proteínas da família S100 e anexina, as 

quais foram capazes de induzir a diminuição de E-caderina, CDH1, Slug, e o 

aumento de Snail, nas células MCF-7, além induzirem a ativação da via do TGF-

β/SMAD e o aumento da migração. Nas células MDA-MB-231, observamos que as 

VEs do TA obeso induziram o aumento de Snail. 

Em conjunto, nossos dados demonstraram que o TA, em condição de 

obesidade, secreta diversos fatores pró-tumorais, em especial por meio das VEs, 

as quais parecem serem capazes de induzir a TEM nas células tumorais de mama 

não-invasivas (MCF-7), através da diminuição de E-caderina, levando ao aumento 

da migração dessas células, e consequentemente, a sua malignidade.  
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