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RESUMO

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

A obesidade é uma doenga multifatorial caracterizada por um quadro de
metainflamacédo sustentada pelo tecido adiposo (TA). Evidéncias mostram que a obesidade
esta relacionada a um pior prognéstico e um risco aumentado de morte em mulheres com
cancer de mama, o tipo de cancer mais comum entre mulheres. O TA de individuos obesos
além de secretar adipocinas pro-infamatoérias, produz ativamente um maior nimero de
vesiculas extracelulares (VEs), que sdo pequenas vesiculas 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 migratoria e proliferativa de
células de cancer de mama, sugerindo seu papel na modificagdo do microambiente tumoral
para um perfil mais maligno. Um dos processos relacionados ao aumento da malignidade
tumoral é a transicdo epitelial-mesenquimal (TEM), a qual é definida pela perda de
caracteristicas epiteliais e aquisicao do fenétipo mesenquimal, acarretando no aumento na
capacidade migratéria e invasiva. Neste estudo, objetivamos caracterizar o secretoma (MC e
VEs) liberado pelos explantes de TA visceral (TAV) e subcutdaneo (TAS) branco de
individuos magros e obesos, e propor possiveis candidatos relacionados ao aumento da
malignidade observada nas linhagens de adenocarcinoma mamario humano: MCF-7 (tipo
luminal A) e MDA-MB-231 (tipo basal). O modelo, ja estabelecido em nosso laboratério, é
realizado a partir da cultura de explantes de TA obtidos de pacientes obesos ou magros que
foram submetidos a cirurgia bariatrica ou plastica, respectivamente. No MC, o perfil lipidico
foi analisado por cromatografia gasosa; o painel de adipocinas foi avaliado por Milliplex; a
carga proteica presente nas VEs foi analisada por protedmica e Western blotting; a
expressao de marcadores relacionados a TEM nas células tumorais de mama foram
avaliadas por Western blotting, os fatores de transcricdo foram avaliados por g-PCR; o
ensaio de migragao 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 niveis TGF-B1, apresentando correlagdo positiva com o IMC. Ao
comparar o MC dos explantes de TAV, o TAV obeso apresentou maiores niveis de IL-6,
TGF-B 2 e 3, sem correlagcdo com o IMC. Além disso, o TAV obeso apresentou maior
liberagdo de acidos graxos saturados como os acidos palmitico, laurico, miristico e
estearico, além dos acidos graxos oleico (monoinsaturado) e linoleico (poliinsaturado). Em
comparagao aos individuos magros, as VEs liberadas pelo TA de individuos obesos
apresentaram aumento de proteinas relacionadas a progressao tumoral, como a S100A4,
S100A11, TGF-B e vimentina. O MC e as VEs do TA obeso induziram o aumento na
migragao das células MCF-7 em comparagao ao controle, além de diminuirem a expressao
do marcador epitelial E-caderina. Nas células MDA-MB-231 ndo vimos alteragdo do
marcador mesenquimal vimentina entre os grupos. As VEs do TA obeso induziram
diminuicdo 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 ativagdo da via TGF-B/SMAD nas células MCF-7. Em conjunto, nossos dados
indicam que as VEs derivadas do TA de individuos obesos apresentam proteinas com
propriedades pro-tumorais que aumentam a malignidade de células tumorais atraves
diminui¢ao de E-caderina e aumento de migragéo.

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

Transicao 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
Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara 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-1, showing a positive correlation with BMI. Comparing VAT deposits,
obese VAT presented higher levels of IL-6, TGF-$ 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-3, 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-
B/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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INTRODUGAO

Obesidade

Ha mais de 2.500 anos, o médico e filésofo grego Hipdcrates, popularmente
conhecido como pai da medicina, reconheceu que pessoas acima do peso
apresentavam um maior risco de sofrer morte subita (HASLAM, 2007). No século
XVIII, o médico Malcolm Flemyng escreveu um dos dois primeiros livros sobre
excesso de peso, e afirmou que "corpuléncia" (ou seja, a obesidade) poderia ser
considerada uma doenga em alguns casos. A ideia de que a obesidade pode ser
adequadamente chamada de doenga ndo € nova, e se repetiu ao longo dos ultimos
séculos (FLEMYING, 1760; HASLAM, 2007).

A obesidade é considerada um dos problemas mais graves de saude publica,
porque ela é fator de risco para inumeras doengas como diabetes tipo Il (em
decorréncia da resisténcia a insulina), hiperglicemia, hipertensdo, doencgas
cardiovasculares, dislipidemia, esteatose hepatica ndo alcodlica, cancer, entre
outras (HURSTING; BERGER, 2010; BONOMINI et al., 2015). O diagndéstico do
estado nutricional é realizado a partir do indice de massa corporal (IMC), que é
medido pela divisdo do peso (kg) pela altura ao quadrado (m?) do individuo,
estabelecido pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS). O IMC com valor igual ou
superior a 25 kg/m? indica o sobrepeso, enquanto o valor maior/igual a 30 kg/m?
classifica a obesidade (OMS, 2021).

De acordo com a OMS, vivemos uma pandemia de obesidade que afeta
milhdes de pessoas em todo o mundo; a prevaléncia da obesidade
aproximadamente triplicou nas ultimas 4 décadas (OMS, 2021). Segundo a ultima
atualizagdo da OMS, no ano de 2016, mais de 1,9 bilhées de adultos apresentavam
sobrepeso, e desse numero mais de 650 milhdes eram obesos. Ou seja, cerca de
39% da populacédo 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 ultimos 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 individuos consumirem) era
de 2200kcal por pessoa por dia, e em 2013, esse numero aumentou para 2800kcal.
O aumento da ingestao caldrica, atrelado a diminuigdo do gasto energético, devido
a inatividade fisica (sedentarismo), sdo a principal causa do excesso de peso e
obesidade. As mudancas nos padroes de atividade alimentar e fisica sdo muitas
vezes O resultado de mudancas ambientais e sociais associadas ao
desenvolvimento, além da falta de politicas de apoio em setores como saude,
agricultura, transporte, planejamento urbano, meio ambiente, processamento de
alimentos, distribuicdo, marketing e educagdo (WYATT; WINTERS; DUBBERT,
2006; OMS, 2020).

Segundo a ultima pesquisa de 2020, realizada pela Vigitel (Pesquisa de
Vigilancia de Fatores de Risco e Prote¢do para Doencgas cronicas por Inquérito
Telefonico), do Ministério da Saude, a prevaléncia da obesidade voltou a crescer no
Brasil. Hoje, no Brasil, mais da metade da populagédo adulta apresenta excesso de
peso, cerca de 57,5%. Dentro desse indice, a frequéncia de adultos obesos é de
21,5%, valor que aproximadamente dobrou comparado ha 14 anos (Vigitel, 2020).
O percentual de individuos obesos € semelhante entre homens (20,3%) e mulheres
(22,6%). Quanto maior o nivel de escolaridade, menor a frequéncia da obesidade
em mulheres (Vigitel, 2020).

Aproximadamente 2,8 milhdes de pessoas morrem por ano por
consequéncias relacionadas ao excesso de peso (OMS, 2021), alcangando a 5°
colocagcdo em risco de mortes globais. S6 no Brasil, segundo uma pesquisa
realizada por Rabacow e seu grupo, aproximadamente 168 mil mortes por ano sao
atribuiveis ao excesso de peso e obesidade (RABACOW; AZEREDO; REZENDE,
2019). Segundo um estudo realizado pela Organizagdo para Cooperagao e
Desenvolvimento Econémico (OECD), no periodo desse ano até 2050, o excesso
de peso e as doencas relacionadas reduzirdo a expectativa de vida em cerca de
trés anos nos paises da OCDE, UE28 e G20. Até 92 milhdes de pessoas morrerao
prematuramente devido ao excesso de peso nos paises da OECD, UE28 e G20
até 2050 (CECCHINI; VUIK, 2019).
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Tecido Adiposo

Os mamiferos possuem trés diferentes depdsitos de tecido adiposo (TA), o
branco, o marrom, e o bege, os quais além de terem diferentes fungdes, também
apresentam composigdo, coloracdo e localidades diferentes (FRIGOLET;
GUTIERREZ-AGUILAR, 2020) (Figura 1). Na figura abaixo podemos observar os
principais depdsitos do TA, o branco e marrom.

O TA marrom € menos distribuido nos seres humanos; na fase pds-natal é
identificado apenas em algumas regides do corpo, como a cervical, supraclavicular,
axilar, periadrtica, inguinal e paravertebral (REDINGER et al., 2009). As células
adiposas que compdéem o TA marrom sao multiloculares e apresentam um alto
numero de mitocdndrias, responsaveis pela coloracdo marrom, devido a presenca
de citocromos e também do heme das hemeproteinas que compdem a cadeia
respiratoria (FONSECA-ALANIZ et al., 2006; KIESS et al., 2008). Este tecido é o
principal regulador da termogénese em resposta a ingestdo de alimentos e ao frio
(RAFOLS, 2014), que ocorre através da proteina de desacoplamento (UCP1)
presente na membrana interna mitocondrial (NAKAMURA Y; NAKAMURA K, 2018).

Os adipécitos do TA bege também expressam a proteina UCP1 e
mostraram-se suscetiveis ao aparecimento em resposta a certos estimulos, como
exercicios, exposicdo ao frio ou alguns hormébnios, como por exemplo
norepinefrina, irisina e hormonios tireoidianos (HU; CHRISTIAN; 2017). Embora os
adipécitos bege possuam caracteristicas semelhantes aos marrons, como sua
morfologia (eles contém varios vacuolos lipidicos), eles apresentam diferentes
localizagbes anatdmicas. Enquanto os adipdcitos bege estdo imersos nas regides
subcutaneas do TA branco, os adipdcitos marrons sdo essencialmente encontrados
nas regides 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 depésitos do TA branco sao os
viscerais - que compreendem a regido intra-abdominal, ao redor do omento,
intestinos e areas perirenais, e os depdsitos subcutaneos - que compreendem as
regibes das nadegas, coxas e abdémen, sob a pele, e na mama (em mulheres)
(GESTA et al., 2007). Os adipdcitos do TA branco sao uniloculares e apresentam

menos vascularizacdo e inervacdo do que o TA marrom. Este tecido é
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especializado no armazenamento de energia, na forma de triacilglicerol (TG), e
libera acidos graxos via lipolise para manter a homeostase metabdlica, além de ser
um importante érgao enddécrino (REDINGER, 2009).

Figura 1 - Principais depdsitos de tecido adiposo e as localizagbes anatdbmicas em

humanos
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Fonte: Figura baseada em Gesta et al., 2007.

Legenda: Existem dois tipos principais de TA, o TA branco (TAB) - rico em lipidios (armazenamento
de energia) e o TA marrom (TAM) - rico em mitocondrias (queima de energia). Os adipdcitos
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 anatdmicos. Os maiores depdsitos
do TAB séao subcutaneos (sob a pele; por exemplo, inguinal, glutea e femoral) e viscerais
(dentro da cavidade abdominal, entre os 6rgdos; por exemplo, omental, mesentérico e
epicardico). Depdsitos menores de TAB s&o encontrados em torno dos vasos sanguineos
(perivasculares, que regulam o tbnus vascular), dentro da medula 6ssea (que regulam a
remodelacdo 6ssea) ou como depdsitos ectopicos em o6rgdos especificos (por exemplo,
doenca hepatica ndo alcodlica, pancreas gorduroso ou gordura intramuscular. Esses
depdsitos adiposos tém caracteristicas moleculares Unicas; portanto, a distribuicdo do peso
tem importantes consequéncias biolégicas. Por exemplo, a maioria dos adipdcitos viscerais
tem densidade mitocondrial um pouco mais alta, sdo mais lipoliticos, sdo menos sensiveis a
insulina, produzem menos leptina e contribuem com mais acidos graxos livres circulantes
em comparagido aos adipdcitos subcutaneos e, portanto, tém uma associagdo mais forte
com a sindrome metabdlica.

Existem ainda os chamados adipécitos rosas, devido a coloragdo que

adquirem durante a gestacéo e lactagdo. Estas, sdo células alveolares secretoras
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de leite, que podem surgir a partir da transdiferenciagcdo de adipdcitos brancos
durante a gravidez e lactagéo; elas sdo caracterizadas por goticulas lipidicas
abudantes, microvilosidades na superficie apicale granulos contendo leite (CINTI,
2018).

O TA branco, além dos adipocitos, contém células endoteliais, células
nervosas, células do sistema imune (mondcitos/macrofagos, linfocitos T e B, células
dendriticas, mastécitos, neutrofilos e eosindfilos), além de pericitos, fibroblastos,
midcitos, células-tronco derivadas do proprio TA e os pré-adipécitos (células
precursoras dos adipdcitos), as quais compdem a fracdo vascular do estroma
(WOZNIAK et al., 2009; RAFOLS, 2014; EXLEY et al., 2014; VIEIRA-POTTER et
al., 2014) (Figura 2).

Figura 2 - Componentes do tecido adiposo

Matriz extracelular
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' Capilar sanguineo
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0 0
Vaso
i F T
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lisa vascular endotelial

Fonte: Adaptado de Ouchi, 2011.

Legenda: Os adipécitos sdo os principais componentes do TA, e s&o cruciais para 0 armazenamento
de energia e atividade enddécrina. Ha também as células precursoras (pré-adipdcitos),
fibroblastos, células vasculares (células endoteliais € musculares lisas) e células do sistema
imune, as quais juntas constituem a fragdo vascular estromal do TA. Os vasos sanguineos
no TA sdo necessarios para o bom fluxo de nutrientes e oxigénio para os adipdcitos, e séo
as vias condutoras que permitem a distribuicdo de adipocinas. As células vasculares
também secretam, e sdo sensiveis as proteinas secretadas pelo TA. Outros componentes
do TA incluem macrofagos e células T, que tém papéis principais na determinagao do seu
estado imune. Os fibroblastos presentes na matriz extracelular fornecem suporte mecénico
para o tecido. Os fatores que sao secretados pelas diferentes células componentes séo
fundamentais para manter a homeostase no TA e o corpo.
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A transformacdo conceitual do TA como um 6rgdo passivo de
armazenamento de energia para um participante ativo da regulagcdo hormonal da
homeostase ocorreu em 1994, quando foi identificado como fonte do horménio
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
entdo, sabe-se que ele é responsavel pela sintese e secrecdo de uma série de
peptideos bioativos, conhecidos como adipocinas. O termo adipocina inclui mais de
50 citocinas, quimiocinas, fatores semelhantes a horménios e outros mediadores,
que atuam tanto a nivel autécrino/paracrino, quanto enddcrino, podendo ser anti ou
pré-inflamatérios (PROENCA et al., 2014) (Figura 3). As adipocinas participam na
reqgulacdo do metabolismo da glicose e lipidios, homeostase energética,
comportamento alimentar, sensibilidade a insulina, inflamagao, imunidade, funcao
vascular e adipogénese (ROMACHO et al., 2014).

Figura 3 - Processos metabdlicos e fisiologicos regulados pela liberagcdao de

adipocinas pelo tecido adiposo branco
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Fonte: Adaptado de Esteve Rafols, 2014.
Legenda: O tecido adiposo tem um papel enddcrino muito importante para a homeostase.
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Inflamacéo Cronica de Baixo Grau do Tecido Adiposo Causada pela Obesidade

O desbalango energético causado pelo aumento da ingestdo calérica em
detrimento do gasto energético leva ao aumento da quantidade de acidos graxos
livres, os quais sao esterificados com o glicerol, produzindo triacilglicerol, que se
acumula nos adipdcitos, resultando em sua hipertrofia (GUH et al., 2009). A
expanséo do TA na obesidade também se caracteriza pelo aumento do numero de
adipdcitos através da diferenciagdo dos pré-adipocitos em adipdcitos (hiperplasia
ou adipogénese) (ARNER; SPALDING, 2010). Durante o processo de expansao do
TA, no decorrer do desenvolvimento da obesidade, ocorre um quadro de alteragdes
metabdlicas, como mostrada na Figura 4, e que sera discutida nesta segéao.

Enquanto o TA ocupa de 20 a 28% da massa corporal de individuos
saudaveis, nos individuos obesos, pode ocupar até até 80% da massa corporal
(THOMAS et al., 1998). A hipertrofia dos adipécitos per se gera uma mudanga no
perfil metabdlico dos adipdcitos (UNGER et al., 2010). O excesso de acidos graxos
produzidos pelos adipdcitos disfuncionais pode romper membranas celulares de
células adjacentes, podendo estimular a atividade de inflamossomas presentes nos
macrofagos e nos mondécitos, que podem desencadear a cascata de ativacdo do
fator nuclear kB (NFkB) (WEN et al., 2011), o qual esta diretamente relacionado
com a transcrigdo de citocinas inflamatérias, como o fator de necrose tumoral (TNF-
a), interleucina (IL)-6, IL-1, prostaglandina 2 (PGEZ2) (FAIN, 2006; OUCHI et al.,
2011). O palmitato, por exemplo, pode desempenhar um papel na ativacdo do
receptor do tipo Toll (TLR4) (GLASS e OLEFSKY, 2012), também podendo levar a
ativacdao de NFkB (MALONEY et al., 2009).

A hipertrofia dos adipécitos também pode desencadear a morte celular por
necrose (CINTI et al., 2005), que envolve a ruptura da membrana celular e a
liberacdo do conteudo celular no microambiente, como lipidios, citocinas e padrdes
moleculares associados a danos (DAMPs), acidos graxos, adenosina trifosfato
(ATP), espécies reativas de oxigénio (EROS), colesterol e acidos nucléicos (ZHOU
et al., 2010; MARIATHASAN et al., 2011; WEN et al., 2011). Esses sinais séo os
principais estimulos para o acumulo de macréfagos fagocitarios no TA (WEISBERG
et al., 2003). Mais de 90% dos macrofagos presentes no TA de individuos obesos

estao diretamente associados com os adipdcitos hipertroficos, onde circundam os
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adipdcitos, formando as chamadas estruturas em forma de coroa (CLS) (CINTI et
al., 2005). Células inflamatérias, principalmente os macrofagos, podem
compreender até 50% das células presentes no TA de individuos obesos, quando
normalmente constituem cerca de 5-10% das células presentes no TA de individuos
magros (WEISBERG et al., 2003). Essa infiltragcdo maci¢ca dos macréfagos no TA
exacerba o quadro de inflamacgao crénica, que ndo s6é modifica 0 metabolismo local,
como também desequilibra a homeostase de forma sistémica (BERG e SCHERER,
2005; KANDA et al., 2006; MAURY et al., 2007).

Os macréfagos sdo celulas altamente plasticas, a caracterizacdo dos
macrofagos dentro do paradigma linear ‘M1-M2' tem sido reavaliada, pois agora se
sabe que os macréfagos podem adotar uma grande quantidade de estados de
ativacdao. Os macrofagos presentes no TA obeso, sdo na sua maioria, classificados
como M1 ou pro-inflamatorios, hoje também podem ser funcionalmente
subdivididos pela expressao do cluster de diferenciacdo 11c (CD11c), também
conhecido como integrina alfa X), um marcador classico de células dendriticas.
Essa fragdo CD11c+ esta diretamente relacionada a resisténcia a insulina e as
CLS (NGUYEN et al., 2007; PATSOURIS et al., 2008; SHAUL et al., 2010; QUAIL;
DANNENBERG, 2019). A secreg¢ao de quantidades aumentadas de adipocinas pré-
inflamatdrias pelos adipdcitos hipertroficos, como a proteina 1 quimioatraente de
mondcitos (MCP-1), TNF-a, IL-6, IL-8, inibidor do fator do plasminogénio tipo 1
(PAI-1) e leptina (OUCHI et al., 2011), levam n&o so a infiltracdo de macréfagos,
mas também linfocitos B, T CD8, alterando significativamente o microambiente do
TA (QUAIL; DANNENBERG, 2019).

Outra consequéncia da hipertrofia dos adipdcitos € a hipdxia, diminuicao do
aporte de oxigénio, causada pela limitagao fisica dos vasos sanguineos presentes
no TA, responsaveis pelo suprimento desses grandes adipécitos (YE, 2009). Esta,
por sua vez, esta associada a manutengao da expressao do fator induzido por
hipoxia (HIF-1a) por esses adipécitos, cujo aumento esta associado a inibigdo da
sintese de adiponectina e aumento de PAI-1 (CHEN et al., 2006), indugdo do
aumento da produgdo de leptina, expressao de metaloproteinases (MMP) 2 e 9 e
do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (LOLMEDE et al., 2003; YE,
2007; HOSOGAI et al., 2007; HURSTING e BERGER, 2010; BONOMINI et al.,
2015).
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Figura 4 - Evolugdo do microambiente do tecido adiposo durante a obesidade
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Fonte: Adaptado de Quail e Dannenberg, 2019.
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Legenda:Durante condi¢gdes saudaveis de peso corporal (homeostase metabdlica), o microambiente
do tecido adiposo é bem vascularizado e rico em citocinas anti-inflamatérias (como IL-4, IL-
10 e IL-13) e, como consequéncia, hospeda uma variedade de células imunes do tipo 2,
incluindo macréfagos do tipo M2, células linféides inatas do tipo 2, células T auxiliares do
tipo 2 (TH2) e eosindfilos produtores de IL-4. Em resposta ao ganho de peso corporal ou
obesidade metabdlica, os adipdcitos 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 infiltracdo e a ativacdo de células do
sistema imune inato (por exemplo, células dendriticas, macréfagos e granulécitos). Esses
efeitos promovem o desenvolvimento CLS e respostas imunes do tipo 1 (pré-inflamatdrias).
Essa resposta inclui acimulo de citocinas do tipo 1 (por exemplo, TNF, IFNy, IL-13 e IL-6) e
células imunes pro-inflamatoérias, incluindo varios granuldcitos, células linféides inatas do
tipo 1, células B e células T CD8*, que perpetuam a resposta inflamatéria crdnica.
Macréfagos sdo altamente diversificados dentro do microambiente do tecido adiposo obeso;
aqueles associados a CLS (macrofago associado ao CLS, CAM) proliferam e expressam
os marcadores de superficie celular CD11c e CD9, enquanto aqueles que estdo mais
distantes (ndo - CAM@) expressam o antigeno linfocitario 6C (Ly6C). Essas alteragdes
inflamatdrias coincidem com fibrose crénica e inflamagao vascular, que se alimentam para
sustentar a inflamagao (Células Treg IL-10", células reguladoras T produzindo altos niveis de
IL-10; ILC1, células linféides inatas do tipo 1; MDSC, células mieldide supressoras).
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Obesidade e a Incidéncia de Cancer

O cancer pode ser causado tanto por fatores externos quanto internos. Os
fatores externos incluem o meio ambiente, exposi¢do a radiagdo e agentes
infecciosos, estilo de vida do individuo - tabagismo, alcoolismo, ma alimentacéo,
obesidade, sedentarismo, entre outros - (BLOT e TARONE, 2015). Os fatores
internos sdo, na maioria das vezes, mutagdes genéticas herdadas, modificacdes
hormonais ou condi¢gdes imunologicas, que estdo ligadas a capacidade do
organismo de se defender das agressdes externas. Todos esses fatores podem
agir em conjunto ou em sequéncia para causar o cancer (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
cancer, perdendo apenas para o tabagismo o (ISLAMI et al., 2018; American
Association for Cancer, 2019) (Figura 5).

Diversos estudos epidemiolégicos ja relataram que a obesidade e o
sobrepeso sio fatores de risco para o desenvolvimento de até 13 tipos de cancer,
como o de cdélon, endométrio, mama, pulméao, rins, esd6fago, pancreas, vesicula
biliar, figado, entre outros (Figura 6) (CALLE; KAAKS, 2004; WISEMAN, 2008;
LICHTMAN, 2010; BRAY et al. 2018, CDC, 2021). No mundo, o excesso de peso é
responsavel por até 4% de todos os casos de cancer (SIEGEL; MILLER, 2017).

Um estudo realizado por Rezende e colaboradores calculou a incidéncia de
cancer atribuido ao IMC elevado, no Brasil. De todos os novos casos de cancer no
Brasil em 2012, 3,8% foram atribuiveis ao IMC elevado, com uma maior incidéncia
em mulheres (5,2%) do que em homens (2,6%). A projecéo para o ano de 2025 é
de um aumento para 4,6% dos casos de cancer atribuiveis ao IMC elevado,
permanecendo-se com uma maior incidéncia entre as mulheres (DE REZENDE et
al., 2018). Um outro estudo realizado com mais de 900 mil adultos norte-
americanos, revelou que a proporcao de todas as mortes causadas por cancer,
devido ao sobrepeso e obesidade, na idade igual ou superior a 50 anos, chega a
14% entre os homens e 20% entre as mulheres (CALLE et al., 2003). Corroborando
tais achados, estimou-se que cerca de 3,6% dos novos casos de cancer em
adultos, no ano de 2012, poderiam ser atribuidos ao alto IMC (ARNOLD et al.,

2015). A obesidade leva a um pior prognostico e aumento da mortalidade
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relacionada ao cancer (KAIDAR-PERSON et al., 2011; PAREKH et al., 2012), sobre
a hipotese dessas relacbes serem causais, as implicagbes para a saude publica
dos Estados Unidos s&o impactantes, pois mais de 90 mil mortes por ano poderiam
ser evitadas se a populagdo mantivesse o indice 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 cancer
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Fonte: Adaptado de American Association for Cancer Research, 2019.
Legenda:Diversos fatores que levam ao aumento do risco do desenvolvimento de diferentes tipos de
cancer
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Figura 6 — Os 13 tipos de cancer associados ao sobrepeso/obesidade
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Fonte: Adaptado de Centro para Controle de Doengas e Prevengéo (do inglés, Centers for Disease
Control and Prevention — CDC), 2021.

Legenda: Os 13 tipos de cancer associados ao sobrepeso/obesidade e inatividade fisica. Os
canceres associados a obesidade sdo mostrados em vermelho; os canceres associados a
inatividade fisica sdo mostrados em azul claro; os canceres associados a ambos sao
mostrados inatividade fisica sdo mostrados em azul claro; os canceres associados a ambos
sao mostrados em azul escuro.

Cancer

Cancer é o termo dado a um conjunto amplo de mais de 100 doengas que
pode afetar qualquer parte do corpo (HANAHAN; WEINBERG, 2000). A
carcinogénese é um processo que ocorre em etapas (MARTIN DE CIVETTA;
CIVETTA, 2011), as quais refletem alteracbes genéticas que levam a
transformacao progressiva de células normais em malignas (BALMAIN, 1993). De
acordo com observagdes experimentais, foram estabelecidos trés principios
basicos para a iniciagao do processo de carcinogénese (COHEN; ELLWEIN, 1991).
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O primeiro principio descreve que o cancer surge a partir de erros genéticos
em células anteriormente normais, mediante um carcin6geno ou espontaneamente.
A base da carcinogénese genética comecou inicialmente por Boveri, com sua teoria
da mutacdo somatica (BOVERI, 1914). Mais recentemente, com o avango da
biologia molecular e a descoberta de oncogenes e genes supressores, a evidéncia
desse principio tornou-se definitiva (PIMENTEL, 1986; STANBRIDGE, 1990;
BISHOP, 1991). O segundo principio basico descreve que € necessario que mais
de um erro genético ocorra para que haja o desenvolvimento do céancer
(BERENBLUM; SHUBIK, 1947; BERENBLUM, 1954; WEINSTEIN, 1988). O
terceiro e ultimo principio baseia-se na etapa de replicacdo do DNA, que nao ocorre
com 100% de fidelidade. Logo, a cada replicagdo, ha uma nova oportunidade para
a ocorréncia de mutagbes somaticas, contribuindo para a carcinogénese
(MENDELSOHN, 1990; LEWIN; DOVER, 1994; CAHILL et al., 1999; FRANK;
NOWAK, 2004).

Além da etapa de iniciagdo, foram estabelecidas mais trés etapas no
desenvolvimento tumoral: promogao, conversao maligna, e progressao (WESTON;
HARRIS, 2003; MARTIN DE CIVETTA; CIVETTA, 2011). A etapa de promocdo
compreende a expansao clonal de células iniciadas, geneticamente alteradas. Os
promotores tumorais (oncopromotores) ndo sao carcinogénicos per se, eles sao
caracterizados por sua capacidade de reduzir o periodo de laténcia para a
formacgao do tumor apds a exposicdao de um tecido a um iniciador de tumor, ou de
aumentar o numero de tumores formados nesse tecido. Além disso, eles induzem a
formagcdo de tumores em conjunto com uma dose de um iniciador, que é muito
baixa para ser carcinogénico sozinho. Entretanto, o aumento do numero de células
devido a expansao clonal propicia o risco de novas alteragdes genéticas e
malignidade (WESTON; HARRIS, 2003). A etapa de conversao maligna consiste na
transformacdo de uma célula pré-neoplasica no fenétipo maligno, que requer mais
alteragbes genéticas. Essas alteragbes adicionais podem resultar da infidelidade da
sintese de DNA e também podem ser mediadas pela ativagdo de protooncogenes e
inativacdo de genes supressores de tumor. (ORDMAN et al., 1985; MARTIN DE
CIVETTA; CIVETTA, 2011). A ultima etapa, de progressao, caracteriza-se pela
multiplicagdo descontrolada e irreversivel dessas células, as quais apresentam

caracteristicas cada vez mais agressivas, com a capacidade de invadir outros
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tecidos e orgaos, gerando o quadro de metastase (MAREEL e LEROY, 2003;
MARTIN DE CIVETTA e CIVETTA, 2011).

As células tumorais nao inventam novos mecanismos para progredirem, mas
manipulam moléculas e células ja existentes, a fim de contornar os mecanismos de
protecao que atuam para impedir a formagao de um tumor. Os hallmarks (marcas)
do céncer foram propostos como um conjunto de capacidades adquiridas pelas
células a medida que passam de estados de nomalidade para estados de
crescimento neoplasicos, os quais sao cruciais para a formagao de tumores
malignos (HANAHAN e WEINBERG, 2000). Hanahan e Weinberg propuseram
inicialmente seis marcas que estariam relacionadas a esse processo de progressao
tumoral; como a capacidade de sustentar a auto-sinalizagdo para a proliferagao;
inibicdo de supressores do crescimento; imortalidade replicativa; indugdo da
angiogénese, resisténcia a apoptose; invasdo e metastase (HANAHAN e
WEINBERG, 2000).

Com o avango das pesquisas na area do cancer, foram caracterizados
outros hallmarks envolvidos na progressao tumoral, como inflamacgao, instabilidade
genbmica, mutacdo, escape do sistema imune e o desbalango energético
(HANAHAN e WEINBERG, 2011). E 11 anos depois, no presente ano de 2022,
foram adicionados mais quatro hallmarks, como o desbloqueio da plasticidade
fenotipica, células senescentes, reprogramacao epigenética ndao mutacional e
microbiomas polimorficos, totalizando 14 hallmarks descritos por estarem
envolvidos na progressao tumoral (Figura 7) (HANAHAN, 2022). Estes, em
conjunto, constituem uma organizagao essencial para a compreensao das doengas
neoplasicas (HANAHAN, 2022).

As células tumorais s&o capazes de controlar os hallmarks do cancer por
meio de pequenas vesiculas de membranas chamadas vesiculas extracelulares
(VEs). As VEs s&o 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 topico a seguir focaremos nas VEs.
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Figura 7 — Hallmarks envolvidos na progress&o tumoral
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Fonte: Adaptado de Hanahan, 2022.

Legenda: Os hallmarks (marcas) do cancer foram propostos como um conjunto de capacidades
funcionais adquiridas pelas células a medida que avangam da normalidade para estados de
crescimento neoplasico, mais especificamente capacidades que sdo cruciais para sua
capacidade de formar tumores malignos. Inicialmente, no ano 2000, foram propostos seis
hallmarks que estariam relacionados ao processo de progressao tumoral - a capacidade de
sustentar a auto-sinalizagdo para a proliferagéo, inibicdo de supressores do crescimento;
imortalidade replicativa; indugdo da angiogénese, resisténcia a apoptose; invaséo e
metastase. Em 2011 foram adicionados mais cinco hallmarks - inflamacéao, instabilidade
gendmica, mutacdo, escape do sistema imune e o desbalango energético. No presente ano
de 2022, foram adicionados mais quatro hallmarks, como o desbloqueio da plasticidade
fenotipica, células senescentes, reprogramacéo epigenética ndo mutacional e microbiomas
polimérficos, totalizando 14 hallmarks descritos por estarem envolvidos na progressao
tumoral.

Assim como a obesidade, o cancer atualmente € um dos principais
problemas de saude publica no mundo. Globalmente, no ano de 2012, houve cerca
de 14 milhdes de novos casos de cancer, e € esperado que o numero de novos
casos aumente em até 70% nas proximas 2 décadas (FERLAY et al., 2015).
Segundo a sociedade Americana do Cancer (do inglés, American Cancer Society)
Unidos, foi estimado para o ano de 2021, 1,9 milhdes de novo casos
diagnosticados de cancer, com aproximadamente 610 mil mortes. Para o Brasil,

segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), a estimativa é de que para
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cada ano do triénio 2020-2022 ocorrerao cerca de 625 mil novos casos de cancer.
O céancer de pele ndo melanoma sera o mais incidente (177 mil), seguido pelos
canceres de mama e proéstata (66 mil cada), colon e reto (41 mil), pulmao (30 mil) e

estdmago (21 mil).

Vesiculas Extracelulares

As VEs sdo pequenas vesiculas de membrana liberadas por todos os tipos
celulares, que apresentam papel primordial na comunicacédo celular, atuando de
forma paracrina ou sistémica (COLOMBO; RAPOSO; THERY, 2014; TUAL-
CHALOT et al.,, 2011). Recentemente, a Sociedade Internacional de Vesiculas
Extracelulares (ISEV) propés recomendagdes baseadas na padronizagédo da coleta
de amostras, métodos de isolamento e analises nas pesquisas de VEs (WITWER et
al., 2013). Contudo, embora tenham sido feitos esforgos para homogeneizar os
protocolos, a dificuldade de definicdo entre os diferentes tipos de VEs ainda sao
observaveis na literatura. As principais VEs estudadas sdo os exossomos e as
microparticulas (MPs) ou microvesiculas (MVs), que se diferem em termos de
biogénese, morfologia, tamanho e via de secre¢cdo (TUAL-CHALOT et al., 2011,
GACEB et al., 2014) (Figura 8).

Os exossomos apresentam aproximadamente entre 10 a 100 nm de
diametro, sao originados a partir de compartimentos endossomais celulares,
através da invaginacdo mediada por endocitose de fragmentos de membrana que
se fundem para formarem os corpos multivesiculares (RAPOSO; STOORVOGEL,
2013; MILBANK et al., 2016). Ja as MPs sao as vesiculas maiores, apresentando
aproximadamente 0,1 a 1 um de diametro, (WOLF, 1967), sendo liberadas por
brotamento de membrana apds ativagao celular quimica ou fisica, ou durante o
processo de apoptose. Essa ativagcdo estimula a inducido de um aumento constante
da concentracao de calcio intracelular, levando a uma protedlise dependente de
calcio das proteinas do citoesqueleto (MIYOSHI et al., 1996; YAN et al., 2009).
Esse aumento também induz mudangas na atividade de transportadores de
fosfolipidos, induzindo a externalizagdo da fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina
(LARSON et al., 2012), as quais estao localizadas naturalmente na parte interna da

membrana plasmatica. Como resultado do excesso de carga negativa devido a
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exposicao desses fosfolipidios, também ocorre a ruptura da membrana para
posterior liberagcdo de MPs (PANATALA; HENNRICH; HOLTHUIS, 2015).

Figura 8 — Biogénese e caracterizagao das vesiculas extracelulares
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Fonte: Adaptado de Linxweiler e Junker, 2020.

Legenda: As microvesiculas ou microparticulas (Evs grandes, 100—1.000 nm) s&o secretadas por
brotamento da membrana plasmatica; exossomos (pequenas VEs, 50-150 nm) sao
formados por brotamento interno de vesiculas intraluminais endociticas tardias chamadas
corpos multivesiculares (MVBs), que se fundem com a membrana plasmatica para liberar
0S ex0ssomos no espago extracelular. Estrutura e conteudo dos exossomas (pequenos
EVs). Os exossomos sao caracterizados por marcadores de superficie especificos, como
tetraspaninas, complexo de classificagdo endossomal necessario para proteinas de
transporte (ESCRT) e moléculas de adesdo, e contém RNAs e DNA codificadores e néo
codificantes (nc), bem como proteinas. ALIX, proteina X que interage com ALG-2;
dsDNA, DNA de fita dupla; ILV, vesicula intraluminal; miRNA, microRNA; ssDNA, DNA de
fita simples.

A fosfatidilserina, inclusive, € um dos marcadores utilizados para
identificacdo de MPs, no entanto, apenas aproximadamente 50% das MPs a expde

em sua superficie (ARRAUD et al., 2014). Diversas vias de sinalizacdo que
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conduzem a um aumento da concentracao intracelular de calcio estdo implicadas
nos mecanismos de liberagdao 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; MARTINEZ,
2002) sao alguns dos possiveis mecanismos moleculares na indu¢do da liberagao
das MPs.

As VEs medeiam a comunicacdo celular através do carreamento de
proteinas, lipidios e acidos nucleicos (como miRNA e RNAm). Seu conteudo
depende do estimulo e da célula de origem, apresentando um perfil altamente
heterogéneo (COLOMBO; RAPOSO; THERY, 2014). Uma vez liberadas, as VEs
assumem as suas fungdes de comunicagao célula-célula através da interagao com
suas células receptoras, que pode ser realizada de diferentes formas, como por
exemplo através da fusdo com a membrana ou ligagcado a receptores presentes na
superficie da membrana (VAN NIEL; D'ANGELO; RAPOSO, 2018).

As VEs apresentam agao sistémica e desempenham um papel importante na
homeostase (MARTINES e ANDRIANTSITOHAINA, 2011; DEL CONDE et al.,
2005; COLOMBO; RAPOSO, 2014), como também em inumeras doengas
inflamatdrias, nas quais encontra-se aumentada na circulacdo, como artrite
reumatoide, lupus eritematoso (KNIJFF-DUTMER et al., 2002; PEREIRA et al.,
2006) e diferentes tipos de cancer (KANAZAWA et al., 2003; KIM et al., 2003). Ha
cada vez mais estudos relacionando o papel das VEs no cancer, € mais
recentemente, o papel das VEs liberadas pelo TA na progressao tumoral (MORAES
et al.,, 2021), como focaremos na proxima secdo. Hoje ja se sabe que as VEs
liberadas por células tumorais s&o capazes de modular o microambiente tumoral a
seu favor, por meio de diferentes mecanismos, promovendo assim a progressao
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 reservatorio de adipocinas pré-inflamatérias na obesidade,

que funcionam nao apenas de maneira paracrina, mas também tém um efeito
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sistémico ao permitir a comunicacdo com locais distantes. Diversas adipocinas e
hormdnios como leptina, insulina, TNF-qa, IL-6, IL-8 IL-13, CCL2, desempenham
um papel importante na progressédo do tumor (CALLE; KAAKS, 2004; IYENGAR et
al., 2013; NIEMAN et al., 2013; SIMPSON e BROWN, 2013). Tais adipocinas sao
capazes de ativarem diferentes vias de sinalizacdo relacionadas a proliferacéo,
sobrevivéncia e invasdo como a PI3K/Akt, ERK/MAPK, JAK/STATS3, entre outras,
que possibilitam a progressdo tumoral (BOOTH et al, 2015, HOPKINS,
GONCALVES, CANTLEY, 2016; QUAIL, DANNENBERG, 2019).

O excesso de acidos graxos circulantes na obesidade (BODEN, 2008),
também tem sido correlacionado com a progressao tumoral (NIEMAN et al., 2011;
BALABAN et al., 2017; BINKER-COSEN et al., 2017). O fenétipo lipogénico € um
dos hallmarks metabdlicos do cancer, as células cancerigenas em rapido
crescimento requerem quantidades relativamente grandes de acidos graxos para
suportar diferentes processos celulares. As células tumorais liberam sinais
lipoliticos, como por exemplo, catecolaminas, citocinas pro-inflamatorias, que sao
capazes de estimular a lipdlise nos adipocitos adjacentes para prover energia para
o seu crescimento (ATTANE; MULLER, 2020). Além disso, muitas enzimas
lipogénicas estdo superexpressas em células tumorais para permitir a lipogénese
(KUO; ANN, 2018). Ja foi demonstrado que células de cancer de mama e de ovario,
por exemplo, podem utilizar os acidos graxos liberados pelos adipécitos vizinhos
como fonte para a sua progressao tumoral (NIEMAN et al., 2011; BALABAN et al.,
2017) (Figura 9).

Antigamente acreditava-se que a comunicagao entre os adipécitos, outras
células do TA, e outros tecidos, ocorriam apenas através das citocinas e de fatores
soluveis. Entretanto, as VEs foram identificadas como novas formas de
comunicagao entre o TA, outros tecidos, e também com as células tumorais
(HARTWIG et al., 2019; MORAES et al., 2021). Nosso grupo ja demonstrou que
pacientes obesos apresentam uma maior quantidade de VEs na circulagéo, bem
como uma maior liberacdo destas pelo TA, o que poderia ser responsavel por esse
aumento observado na circulagdo (RENOVATO-MARTINS et al.,, 2017). Além
disso, também demonstramos que o TA de individuos obesos secreta VEs ricas em
leptina e MMP-9, as quais foram capazes de modificar as capacidades bioldgicas in

vitro de células de cancer de mama em diregdo a um fendtipo mais agressivo por



35

meio de modificacbes de sinalizacdo intracelular sustentadas pela comunicagcao
célula-célula (RAMOS-ANDRADE et al., 2020).

Tendo em vista o papel crescente das VEs na obesidade e seu envolvimento
com a progressao tumoral, nosso grupo realizou uma revisdo bibliografica
discutindo de que maneira as VEs derivadas do TA s&o capazes de modular os
hallmarks do cancer para a progressao tumoral (figuras 10 e 11) (MORAES et al.,
2021). Clement e colaboradores demonstraram que exossomos derivados de
adipdcitos sdo capazes de transferir tanto enzimas necessarias para a fosforilagao
oxidativa, quanto o préprio substrato, para células de melanoma, aumentando o seu
potencial migratério (CLEMENT et al., 2020). Além disso, ja foi demonstrado que
exossomos derivados de adipdcitos maduros apresentam alta expressao de miRNA
23 a/b, os quais induziram em células de hepatocarcinoma aumento de proliferagao
e migragao, via diminuigcdo do supressor tumoral VHL e aumento de HIF-1a, via
miRNA 23a/b (LIU et al., 2019). La Camera e colaboradores demonstraram que
exossomos derivados de adipécitos diferenciados a partir de pré-adipdcitos
aumentaram a malignidade de células tumorais de mama através do aumento da
atividade de HIF-1a, que promoveu a TEM e aumento de migragdo e invasao
dessas células (LA CAMERA, 2021). E importante ressaltar que essa comunicagao
ocorre de forma bidirecional, tanto as células do tecido adiposo quanto as células
tumorais podem liberar e receber vesiculas e, assim, modular o fenétipo uma da

outra para um perfil pré-tumoral (LAZAR et al., 2016).
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Figura 9 - O microambiente da mama e os principais desencadeadores do cancer
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Fonte: Adaptado de Brown, 2021.

Legenda: Os tumores de mama sao cercados, e as vezes infiltrados, por células adiposas da mama,
incluindo adipdcitos, células do estroma adiposo e células imunes. A obesidade esta
associada a expansao do TA e aumento da liberagdo de adipocinas, bem como a disfungéo
dos adipdcitos e morte celular, que levam ao recrutamento de células imunes e a liberagao
de mediadores inflamatérios. As células estromais adiposas produtoras de estrogénio
respondem a mudangas no microambiente tumoral aumentando sua expressdao de
aromatase, levando ao aumento da produgdo de estrogénio. O aumento da biomassa
tecidual também esta associado tanto a hipdxia quanto a angiogénese. A hiperglicemia e a
hiperinsulinemia relacionadas a obesidade fornecem estimulos adicionais para o
crescimento das células do cancer de mama. HIF-1a, fator 1a induzido por hipdxia; MCP1,
proteina quimioatraente de mondcitos 1; VEGF, fator de crescimento endotelial vascular.
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Figura 10 - Vesiculas extracelulares derivadas de tecido adiposo modulam a
aquisicao e manutencao de hallmarks do cancer
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Fonte: Adaptado de Moraes et al., 2021.

Legenda: microRNA (miR); RNA circulante (ARN-circ); pro-colageno galactosiltransferase 2
(COLGALTZ2); proteina ligante ao elemento responsivo de AMPc (CREB); adipdcitos
associados ao cancer (CAA); protease 7 de processamento especifico 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 B (TGF-B); janus quinase (JAK); transdutor de sinal e ativador de
transcrigdo 3 (STAT-3); fator-1 a induzido por hipdxia (HIF1-a); supressor tumoral von-Hippel
Lindau (VHL); proteina de fissdo mitocondrial 1 (FIS-1); GTPase mitocondrial tipo dinamina
(OPA-1); oxidacdo de acidos graxos (FAO); transcriptase reversa da telomerase humana
(hTERT); proteina 1 Sim-associada (YAP); tafazina (TAZ); caspase 3 (Casp-3); fator 1
ativador da peptidase apoptética (APAF-1); proteina de dominio de morte associada a Fas
(FADD); proteina de ligagdo a GTPase rid1 (RID1); fator de transcrigdo SRY-box 9 (SOX-9).
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Figura 11 - Resumo do crosstalk entre as vesiculas extracelulares derivadas do
tecido adiposo e diversos tipos de cancer
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Fonte: Adaptado de Moraes et al., 2021.

Legenda:As VEs liberadas pelos macréfagos do TA sado enriquecidas em miR-155, enquanto o miR-
144 ¢é regulado negativamente, induzindo a inibigdo de p53 e diminuindo a apoptose em
células de cancer de mama. VEs-TA aumentam a fosforilagdo de CREB, aumentando a
proliferagdo de células de cancer de mama. VEs-TA aumentam a proliferagdo de células de
cancer de mama através da indugdo COLGALTZ2. VEs-TA aumentam as vias de sinalizagao
da quinase regulada por ERK e Wnt/B-catenina, induzindo um aumento da proliferagdo de
células de cancer de mama. VEs-TA enriquecidos do fator de transcricdo SRY-box 9 (SOX-
9) induzem tumorigénese em células de cadncer de mama. As VEs-TA de pacientes
diabéticos sao enriquecidas de EGFR1/IL-6, e induzem um aumento na migragao e invaséo
de células de cancer de mama via JAK)/STAT-3. VEs-TA aumentam a via de sinalizagédo
TGF-/SMAD desencadeando a transicdo mesenquimal epitelial (TEM) em células de cancer
de mama néo metastatico. VEs-TA induzem a sinalizagdo PI3K/AKT em células MDA-MB-
231, aumentando assim sua capacidade migratéria. As VEs-TA induzem as proteinas YAP e
a tafazina, induzindo o crescimento células tumorais de mama. VEs-TA diminuem a
apoptose em células de cancer de mama. VEs-TA enriquecidas de proteinas mitocondriais
FIS-1 e OPA-1 induzem redistribuicdo mitocondrial em diregdo a borda das células de
melanoma aumentando sua capacidade migratéria. VEs-TA e VEs derivadas de adipdcitos
associados ao céncer (CAA) fornecem &cidos graxos livres para células de melanoma e
aumentam a oxidacdo de acidos graxos (FAO), aumentando suas capacidades migratérias e
invasivas. VEs-TA aumentam a MMP-3 em células de cancer de pulmao, aumentando sua
invasividade. VEs-TA aumentam a progressdo tumoral do céncer de pulm&o. VEs-TA
aumentam a FAO e induzem a progressdao tumoral no cancer de prostata. VEs-TA
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enriquecidas em RNAs circulantes (circ-RNAs) induzem a hipofosforilagdo da USP-7 e um
aumento de ciclina em células de hepatocarcinoma. VEs-TA induzem a malignidade de
células de hepatocarcinoma através da ligagdo do HIF-1-a ao supressor tumoral von-Hippel
Lindau (VHL). As VEs-TA diminuem a apoptose e aumentam a quimiorresisténcia em células
de cancer de ovario através da inibicao do fator 1 ativador da peptidase apoptética (APAF-
1). VEs-TA enriquecidas em miR-31, IL-8, CCL2, e VEGF-D induzem a formacdo de
estruturas tubulares pelas células endoteliais. VEs-TA enriquecidas em miR-132 induzem
linfangiogénese via TGF-B/Smad. Os CAA sofrem aumento da lipdlise e diferenciam-se em
direcdo ao fendtipo de adipdcitos bege/marrom alimentando células tumorais com VEs. A
leptina liberada do TA possivelmente esta dentro dos EVs e induz um aumento na atividade
da hTERT, induzindo resisténcia a apoptose e senescéncia. Leptina, TNF- e IL-6 podem ser
liberados de VEs-TA, induzindo a exaustao das células T CD8+.

Obesidade e o Cancer de Mama

Segundo dados da Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer (IARC), de
2012, o cancer de mama pds-menopausa € 0 que possui a maior associagao com o
excesso de peso, representando 24% dos casos (FERLAY et al., 2015). Entretanto,
diversos trabalhos demonstram que o aumento do risco, recorréncia e mortalidade
do cancer de mama, devido a obesidade, ndo estdo relacionados apenas as
condicbes pds-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 sdo mais propensas a um diagnostico com tumores
maiores, maior incidéncia de metastases nos linfonodos, e um elevado risco de

recorréncia, 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 cancer de mama. Mulheres
obesas tiveram um risco aumentado de 1,7 e 1,8 vezes de doenga em estagio IlI/IV
e tumores de grau 3/4, respectivamente, e maior incidéncia de metastases.
Mulheres obesas com cancer de mama tipo Luminal A e Luminal B foram 1,8 e 2,2
vezes mais propensas a morrer de cancer em comparagdo com mulheres com peso
normal. (BLAIR et al., 2019). Estudos demonstraram que pacientes obesas com
cancer de mama apresentam risco significativamente maior de complicagbes
médicas e cirurgicas, como infecgdes, deiscéncia de feridas e tromboembolismo
venoso sistémico (DISIPIO et al., 2013; FISCHER et al., 2013). Além disso, quando
as doses de quimioterapia sado calculadas com base no peso corporal real dos

pacientes, os médicos geralmente reduzem as doses para pacientes com cancer
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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 cancer de mama severamente
obesas tém risco quatro vezes maior de receber uma dose reduzida de
quimioterapia em comparagao a pacientes com IMC normal (GRIGGS et al., 2007).
As reducgdes da dose de quimioterapia frequentemente resultam em subtratamento
em pacientes obesas com cancer de mama e contribuem para o pior progndstico e
baixa sobrevida (GRIGGS et al., 2005).

Cancer de Mama

O céncer de mama € o mais incidente entre as mulheres no mundo,
independentemente da posi¢ao socioecondmica de cada pais. S6 no ano de 2018,
ocorreram 2,1 milhées de novos casos, aproximadamente 1 novo caso a cada 18
segundos, o equivalente a 11,6% de todos os cénceres estimados (BRAY et al.,
2018; FERLAY et al., 2019). Seu desenvolvimento é relativamente raro antes dos
35 anos, e acima desta faixa etaria possui um crescimento mais rapido e
progressivo, principalmente acima dos 50 anos. Os homens também podem
desenvolvé-lo, porém, com uma probabilidade muito menor, representando apenas
1% do total de casos da doenga (INCA, 2015). Para o Brasil, o INCA estimou para
cada ano do triénio 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 excec¢ao do cancer de pele ndo melanoma, o cancer de mama
feminino ocupa a primeira posigdo mais frequente em todas as regides brasileiras
(INCA, 2020).

Além da obesidade influenciar o desenvolvimento do cancer de mama, a
predisposicdo genética também é um fator de risco confirmado para o seu
desenvolvimento. Aproximadamente 10% dos canceres de mama sao herdados e
associados a um histérico familiar (SHIOVITZ;, KORDE, 2015). Mutagdes
patogénicas na linhagem germinativa em genes envolvidos no reparo do DNA, ciclo
celular e controle da apoptose, como o gene do cancer de mama (BRCA) 1,
BRCAZ2, fosfatase 21 (p21) e homdlogo da tensina (PTEN) e proteina tumoral p53
(TP53), aumentam significativamente o risco de cancer de mama (SHIOVITZ et al.,
2016).
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Figura 12 - Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes
estimados para 2020 por sexo, exceto pele ndo melanoma

Prostata ~~ 65.840  292%  Homens Mulheres ~ Mama feminina 66.280 29.7%
Colonereto 20520 9,1% (6lon e reto 20470 9,2%
Traqueia, bronquio e pulmao ~~ 17.760  7.9% Colo do utero 16.590 7.4%
Estomago 13360  5,9% Traqueia,bronquio e pulmao ~ 12.440 5,6%
(avidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 0,4%
Estfago 8690  39% Estimago 1810 3,5%
Bexiga 7990  34% Ovdrio 6.650 3,0%
Linfoma ndo Hodgkin 6.980 29% Gorpo do (tero 6.040 29%
Laringe 6470  29% Linfoma néo Hodgkin 5450 24%
Leucemias 5920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

Fonte: Adaptado de INCA, 2020.

Classificacdo do Cancer de Mama

A mama é composta por diferentes células, sendo estruturada em Iébulos
(glandulas produtoras de leite), ductos (pequenos tubulos que transportam o leite
dos lobos ao mamilo) e pelo estroma, que é constituido por TA e tecido conjuntivo,
o qual envolve os ductos e lobulos, vasos sanguineos e linfaticos (Figura 13)
(American Cancer Society, 2015). O cancer de mama pode se originar a partir de
qualquer célula que a compde, entretanto, geralmente, inicia-se nas células
epiteliais - os chamados carcinomas-, quando iniciados no tecido epitelial glandular
sao chamados de adenocarcinoma. Os principais adenocarcinomas sao o
carcinoma de ducto in situ (DCIS) e o carcinoma de Iébulo in situ (LCIS),
respectivamente (BRAY et al., 2018; FERLAY et al., 2019; American Cancer
Society, 2015). Os mesmos sao menos frequentes nos tecidos estromais; Tumores
filddicos e angiossarcoma, sdo menos comuns (American Cancer Society, 2020).

A classificagdo do cancer de mama ¢€ realizada de acordo com as
caracteristicas histolégicas e padrdes de crescimento do tumor. O carcinoma pré-

invasivo (in situ) e o carcinoma invasivo (MALHOTRA et al., 2010) sdo as duas
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principais classificagdes do cancer de mama. De acordo com a classificagdo 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 sdo as lesdes mais frequentemente diagnosticadas,
representando mais de 70% de todas as lesdes invasivas (MALHOTRA et al., 2010;
WEIGELT; GEYER; REIS-FILHO, 2010)

Com o desenvolvimento de técnicas de andalise molecular, diversas
classificagdes moleculares foram desenvolvidas, que se tornaram cada vez mais
importantes para ditar as estratégias de tratamento do cancer de mama (PEROU et
al., 2000). Um painel de quatro marcadores substitutos, incluindo receptores de
estrogénio (ER), receptores de progesterona (PR), rceptor 2 do fator de
crescimento epidermal humano (HER2) e o marcador de proliferagdo Ki67
(CHEANG et al., 2009), sao amplamente aceitos para a classificagdo dos canceres
de mama. Atualmente foram descritos cinco subtipos intrinsecos: luminal A, luminal
B, HER2 positivo, tipo basal e tipo mama normal (HARBECK et al., 2019) (Figura
13).

O subtipo basal € conhecido como triplo negativo, por ndo apresentar os
receptores hormonais ER, PR e HER2, representando cerca de 10-15% dos casos
de carcinoma mamario, apresenta alta marcacdo para Ki67, indicando alta
capacidade proliferativa. E 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
mamario, ndo apresenta ER e PR, é positivo para Ki67 e possui elevada expressao
de HER2. O subtipo luminal B apresenta o mesmo percentual de incidéncia que o
HER2+, podendo apresentar ou ndo 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, sdo os
subtipos mais responsivos a terapias hormonais (HARBECK et al., 2019, POUDEL
etal., 2019).
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Figura 13 — Classifica¢cdes do cancer de cama
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Fonte: Figura baseada no artigo de Harbeck et al., 2019.

Legenda: Cinco subgrupos de céncer de mama foram identificados pela assinatura molecular
intrinseca, que s&o altamente sobrepostas com classificagbes substitutas de
imunohistoquimica.

Transigao Epitelial-Mesenquimal

A progressdo maligna de muitos tipos de carcinoma, possivelmente todos
eles, dependem da ativagdo da TEM nas células neoplasicas (RHIM et al., 2012;
YE et al., 2015; KREBS et al., 2017). Durante o curso da progresséo do tumor, esse
programa pleiotrépico confere as células individuais do carcinoma multiplas
caracteristicas associadas a 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 néao
depende de alteragdes concomitantes da sequéncia de DNA em células normais e
neoplasicas (TAM; WEINBERG, 2013).

A TEM é um programa celular reversivel que transitoriamente torna as
células epiteliais em estados celulares mesenquimais. Durante esse processo, as

células epiteliais perdem progressivamente seu fendtimo epitelial em forma de
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cubdides para adotar uma morfologia mesenquimal em forma de fuso. As células
mesenquimais resultantes podem retornar a um estado epitelial no processo
reverso, conhecido como transicdo 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 bioldgicos e também patologicos, e
sao classificadas em trés tipos, o primeiro tipo ocorre durante o desenvolvimento
embrionario, o segundo tipo esta associado a regeneragao do tecido adulto e o
terceiro tipo ocorre na progressédo do cancer (SAVAGNER et al., 1994; KALLURI et
al., 2009; ZEISBERG; NEILSON, 2009).

As células epiteliais sdo normalmente mantidas juntas por jungdes célula-
célula laterais (jungbes de oclusdo, jungdes aderentes, juncbes de gap e
desmossomos). As juncdes de oclusdo sao fusdes de membrana no lado lateral,
préoximas a superficie apical, que fornecem vedacéo intercelular, protegem contra a
difusdo paracelular, e também separam as fung¢des distintas das superficies apical
e basolateral, como as claudinas e ocludinas (TSUKITA; FURUSE; ITOH et al.,
2001). As juncdes aderentes estdo localizadas adjacentes as jungdes de oclusao
nos compartimentos superficiais basolaterais das células epiteliais, e conectam-se
aos microfilamentos do citoesqueleto. Similarmente as jungbes de ocluséo, as
juncdes aderentes formam uma estrutura semelhante a um cinto na interface lateral
das células epiteliais (NIESSEN; GOTTARDI, 2003). O receptor de adesao
transmembrana E-caderina, o qual caracteriza esse tipo de juncado epitelial, se
envolve em interagdes homotipicas através de seu ectodominio, permitindo assim
que as proteinas E-caderina abranjam o espacgo intercelular entre as células
vizinhas nas jungdes aderentes opostas (WHEELOCK; JOHSON, 2003; NIESSEN;
GOTTARDI, 2008). Também localizados no lado lateral estdo os desmossomos,
que fornecem forca adicional para a adesao intercelular. Os desmossomos sao
estruturalmente semelhantes as jungdes aderentes, contendo caderinas
transmembranares e proteinas ligantes que conectam as caderinas ao
citoesqueleto do filamento intermediario. Entretanto, de maneira diferente das
juncdes aderentes, eles sao organizadas como fragmentos individuais e ndo como
um cinto (YIN; GREEN, 2004; GARROD; CHIDGEY, 2008).
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Figura 14 -Transi¢ao epitelial-mesenquimal
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Fonte: Adaptado de Dongre e Weinberg, 2019.

Legenda: As células epiteliais, que exibem polaridade apical-basal, sdo mantidas juntas por jun¢des

apertadas, juncdes aderentes e desmossomos, e sdo amarradas & 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 inducéo da transicdo epitélio-mesenquimal (TEM) leva a
expressdo dos fatores de transcricdo indutores da TEM (TEM-FTs) ZEB, SNAIL e TWIST,
que inibem a expresséo de genes associados ao estado epitelial (listados na caixa amarela)
e concomitantemente ativam a expressdo de genes associados ao estado mesenquimal
(listados na caixa laranja escura). Essas alteragbes na expressdo génica resultam em
alteracdes celulares que incluem a desmontagem das jungdes epiteliais célula-célula e a
dissolugdo da polaridade apical-basal via repressao de crumbs, proteina de juncéo apertada
(PATJ) associada a PALS1 e larvas gigantes letais (LGL), que s&o proteinas que regulam
especificamente a formacéo de juncbes apertadas e a polaridade apical-basal. Essa perda
progressiva das caracteristicas epiteliais € acompanhada pela aquisicdo de um conjunto
parcial de caracteristicas mesenquimais com retencdo de certas caracteristicas epiteliais;
em certas circunstancias, um conjunto completo de caracteristicas mesenquimais pode ser
adquirido. As células mesenquimais apresentam polaridade de frente para tras e um
citoesqueleto amplamente reorganizado, além de expressarem um conjunto distinto de
moléculas e TEM-FTs que promovem e mantém o estado mesenquimal. Durante a TEM, as
células se tornam moveis e adquirem capacidades invasivas. A TEM é um processo
reversivel, e as células mesenquimais podem reverter para o estado epitelial, passando pela
transicdo mesenquimal-epitelial (TME). A TEM e a TME ocorrem durante o desenvolvimento
normal e durante a progressao do céncer. Deve-se notar, no entanto, que as células de
carcinoma em tumores que ocorrem espontaneamente apenas raramente avangam para um
estado completamente mesenquimal. E-caderina, caderina epitelial; MMP, metaloproteinase
da matriz; N-caderina, caderina neural.
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Transicao epitelial-mesenquimal parcial

A TEM e a MET, seja em contextos fisioldgicos ou patolégicos, ndo sao
processos binarios (KALLURI et al., 2009, NIETO, 2013). Algumas células podem
atingir um fendtipo hibrido epitelial/mesenquimal (E/M), também referido como TEM
parcial, intermediario ou incompleto (REVENU; GILMOUR, 2009; MICALIZZI et al.,
2010) — tal fendtipo pode ser mais parecido com “células tronco”, metastaticas e
agressivas do que os estados epiteliais ou mesenquimais completos (JOLLY et al.,
2015; PASTUSHENKO et al., 2018). As células com fendtipo hibrido E/M
coexpressam marcadores epiteliais e mesenquimais (YU et al, 2013),
apresentando ambas as caracteristicas de adesao célula-célula e migragao, o que
permite a migragao coletiva das células, levando a formacgéo de grupos de células
tumorais circulantes (CTCs) (CHRISTIANSEN; RAJASEKARAN, 2006). As CTCs
podem sair da corrente sanguinea com mais eficiéncia (JOOSSE et al., 2015), sao
resistentes a apoptose e podem ser até 50 vezes mais metastaticas do que CTCs
que migram individualmente (ACETO et al., 2014). Portanto, a capacidade das
células metastaticas de atingir esse fendtipo hibrido E/M, representa um risco
metastatico maior aos pacientes (GROSSE-WILDE et al., 2015; CHEUNG, EWALD,
2016; JIA et al., 2019).

Os mecanismos que permitem que as células cancerigenas mantenham os
fendtipos hibridos E/M, no entanto, ainda ndo sdo muito bem esclarecidos. Estudos
experimentais e computacionais recentes sugeriram que um conjunto conhecido
como 'fatores de estabilidade fenotipica' (PSFs) como GRHL2, OVOL2, ANp63a,
NUMB e NFR2 podem ajudar as células a manter esse fenétipo hibrido E/M. Dessa
forma, os PSFs evitam que as células que ganharam plasticidade parcial sejam
submetidas a uma TEM completa, permitindo a migragao 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). Ja foi
demonstrado que o sileciamento do PSF OVOL levou as células a uma TEM
completa in vitro e in vivo, enquanto a superexpressao exdgena pode conduzir a

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

A TEM pode ser induzida por diversas vias de sinalizagao intracelulares
como as vias do fator de crescimento transformador beta (TGF-), WNT, NOTCH,
PI3K/AKT, JAK/STAT (KLAUS; BIRCHMEIER, 2008; LAMOUILLE; XU; DERYNCK,
2014; BAO et al., 2011; DONGRE; WEINBERG, 2019) (Figura 15). Focaremos a
seqguir nas vias do TGF/SMAD e WNT/b-catenina.

TGF-B/SMAD

O TGF-B é uma citocina multifuncional pertencente a superfamilia dos
fatores de crescimento transformante [, cujos membros regulam um conjunto
diversificado de processos celulares, incluindo proliferagao celular, reconhecimento,
diferenciacdo, apoptose e diversas etapas da embriogénese (MASSAGUE, 2000;
XU; LAMOUILLE; DERYNCK, 2009). O TGF- B apresenta trés isoformas: TGF-31,
TGF-B2 e TGF-B3 - os quais sdo polipeptideos homodiméricos de 25 kDa. Eles
compartilham elementos estruturais comuns, mas mostram diferentes afinidades de
ligacao pelo receptor TRRII. TGF-B1 e -B3 se ligam ao TRRII com alta afinidade,
enquanto TGF-B2 se liga ao TRRII com baixa afinidade (DE CRESCENZO et al.,
2006; BAARDSNES et al., 2009; HINCK; MULLER; SPRINGER, 2016). Estudos
anteriores sugerem que os epitopos de ligacdo dos receptores TGF-B dentro de
cada mondmero dos ligantes da superfamilia TGF- sao unicos e que suas fungcbes
sao amplamente independentes umas das outras (DE CRESCENZO et al., 2006;
HINCK, 2018).



Figura 15 - Vias de sinalizagdo envolvidas na transigéo epitélio mesenquimal
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Fonte: Adaptado de Dongre and Weiberg, 2019.
Legenda: Diversas vias de sinalizacao celulares intrinsecas cooperam para induzir a expressao de

fatores de transcrigdo indutores TEM (ZEB, SNAIL e TWIST) que atuam pleiotropicalmente
para induzir a transigdo para o estado de célula mesenquimal ou parcialmente mesenquimal.
A via candnica da WNT ¢ ativada apds a ligagdo de ligantes candnicos da WNT a familia de
receptores de membrana Frizzled. Isso leva a liberagdo de B-catenina da GSK3B—-AXIN-—
APC, que entio transloca para o nucleo, onde se liga aos fatores de transcricao TCF e LEF
para ativar os genes que conduzem a TEM. A via NOTCH ¢é ativada apés a ligagédo de
ligantes da familia Delta-like ou Jagged ao receptor NOTCH. Essa ligagdo desencadeia uma
série de eventos de clivagem proteolitica que culminam na liberacdo do dominio intracelular
ativo do receptor NOTCH (NOTCH-ICD), que entra no nucleo para funcionar como
coativador transcricional. A ligacdo das proteinas TGF( a familia de receptores TGFf leva a
fosforilagdo do receptor e ativagdo de complexos SMAD, que ativam a TEM. As proteinas
SMAD também interagem com (-catenina e NOTCH-ICD (setas tracejadas), servindo como
nds centrais para crosstalk entre as vias TGFB, WNT e NOTCH. A via TGFB também
colabora com a via PI3BK-AKT, que por sua vez desencadeia a ativagao do complexo mTOR
e do fator nuclear-kB (NF-kB), da via MAPK p38 e do eixo de sinalizaggo RAS—RAF-MEK-
ERK. As vias acima mencionadas também s&do desencadeadas apds a ligacdo de fatores de
crescimento aos seus receptores cognatos. Além disso, a ligagcdo de varias citocinas aos
seus receptores desencadeia a fosforilagdo e ativagdo de Janus quinases (JAKs) e
transdutor e ativador de proteinas de transcricdo (STATs); Os dimeros STAT ativam a
transcrigdo de genes que codificam fatores de transcricdo da TEM.

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

receptores transmembranares da superficie celular para o nucleo através de

mediadores intracelulares, conhecidos como Smads. As proteinas Smad sao

funcionalmente divididas em trés classes distintas: (1) o co-mediador Smads (co-
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Smads), as Smad4 e Smad10; (2) as Smads reguladas por receptores (R-Smads),
incluindo Smad1, Smad2, Smad3, Smad5 e Smad8, cada Smad esta envolvida em
uma via de sinalizagdo especifica do ligante; (3) as Smads antagonistas ou
inibidoras (I -Smads), incluindo a Smad6 e Smad7, que regulam negativamente
essas vias, impedindo a fosforilagdo mediada por receptores das R-Smads ou a
formacdo de um complexo funcional entre R-Smads e Co-Smads (MASSAGUE;
CHEN, 2000). As 3 isoformas do TGF-B se ligam aos seus receptores TGFBR2 e
TGFBR1, levando a fosforilagdo da SMAD2 e SMADS3, que formam um complexo
com SMAD4 e migram para o nucleo, onde atuam como fatores de transcrigado para
regular a expressao de genes envolvidos na TEM (XU; LAMOUILLE; DERYNCK,
2009).

Todas as isoformas do TGF-B compartiiham a capacidade de induzir a TEM
(MIETTINEN et al., 1994; PIEK et al., 1999; VALCOURT et al., 2005). No epitélio
normal ou no inicio do processo da tumorigénese, a via do TGF-B tem papel
importante na supressao tumoral, tentando manter a estabilidade gendmica,
inibicdo da proliferagcao e inducdo da apoptose (WAKEFIELD; SPORN, 1990; DE
CAESTECKER; PIEK; ROBERTS, 2000; WAKEFIELD; ROBERTS, 2002).
Entretanto, quando o tumor esta estabelecido, o TGF- passa a ter uma atividade
pré-oncogénica, induzindo a TEM e consequentemente aumento da motilidade e
invasdo das células tumorais, além de induzir no microambiente tumoral
angiogénese e imunosupressao (Figura 16) (AKHURST; DERYNCK, 2001; XU;
LAMOUILLE; DERYNCK, 2009.; LAMOUILLE; DERYNCK, 2014). A via do TGF-B
também pode colaborar com outras vias de sinalizacdo como ERK, p38 MAPK,
PI3K—-AKT e RHOIlike GTPases, que também contribuem de diversas formas para a
expressao dos programas de TEM (DERYNCK; MUTHUSAMY; SAETEURN; 2014;
LAMOUILLE; DERYNCK, 2014).
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Figura 16 — Papel duplo do TGF-f3
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Fonte: Adaptado de Roberts e Wakefield, 2003.

Legenda: O TGF- B muda de supressor de tumor nos estagios pré-malignos da tumorigénese para
pré oncogene nos estagios posteriores da doenga, levando a metastase. A progressao para
doenga metastatica € geralmente acompanhada por responsividade diminuida ou alterada
ao TGF-B e aumento da expressdo ou ativagdo do ligante TGF-B. Essas perturbagdes,
juntamente com outras alteragées no contexto genético ou epigenético da célula tumoral e
seu ambiente estromal, combinam-se para alterar o espectro das respostas biologicas ao
TGF-B.

WNT/B-catenina

Trés vias de sinalizagdo WNT operam em resposta a ligagao de 19 ligantes
WNT distintos a familia Frizzled de receptores de superficie celular. Essas vias
incluem a via de sinalizagdo WNT canénica, e as vias ndo candnicas WNT-calcio e
a via de polaridade celular planar (KLAUS et al., 2008; ZHAN, RINDTORFF,
BOUTROS, 2017). A via candnica WNT/B-catenina ¢é iniciada por uma coorte de
ligantes WNT que se ligam aos receptores cognatos da familia transmembrana de
sete passsagens Frizzled (Fz) e seu co-receptor, o receptor de lipoproteina de
baixa densidade relacionado a proteina 6 (LRP6) ou seu parente proximo LRP5. A
formacao do complexo Wnt-Fz-LRP6, juntamente com o recrutamento da proteina
de ancoramento Disheveled (Dvl), resulta na fosforilagdo e ativagao de LRP6 e no
recrutamento do complexo Axin para os receptores. Esses eventos levam a inibicao

da fosforilagdo de [B-catenina mediada por axina e, assim, a estabilizacido da [3-
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catenina, que se acumula e viaja para o nucleo para formar complexos com o fator
de células T/fator potencializador linfoide (TCF/LEF) e ativa a expressdo do gene
alvo WNT (HUANG et al., 2008).

Na auséncia de Wnt, a proteina p-catenina citoplasmatica é constantemente
degradada pela agdo do complexo Axin, que é composto pela proteina de
ancoramento Axin, o produto do gene supressor tumoral da polipose adenomatosa
coli (APC), caseina quinase 1 (CK1) e glicogénio sintase quinase 3 (GSK3). CK1 e
GSK3 fosforilam sequencialmente a regido amino-terminal de [-catenina,
resultando no reconhecimento de [B-catenina por [(B-Trcp, uma subunidade E3
ubiquitina ligase, e subsequente ubiquitinacdo de [(-catenina e degradagao
proteassomal (He et al., 2004). Essa eliminagdo continua de 3-catenina impede que
a B-catenina atinja o nucleo, e os genes-alvo Wnt sdo, assim, reprimidos pelo
TCF/LEF (HUANG et al., 2008).

Contextualizacio

Recentemente, demonstramos que tanto o MC quanto a fracdo 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 migratérias e invasivas das células MDA-MB-231 (basal, triplo
negativa), via PI3K/Akt. Também detectamos que as VEs derivadas do TA obeso
sao enriquecidas em leptina e MMP-9, e ao estimularmos as células MDA-MB-231
com estas VEs observamos uma potencializagdo da liberagdo 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). E
cada vez mais estudado o papel da obesidade na progressao de diferentes tipos de
cancer, como o de mama, entretanto o papel das VEs nesse dialogo ainda néo é
muito bem elucidado, sendo necessario investigar o conteudo presente nas VEs e
como eles podem aumentar a malignidade de células tumorais de mama. A
hipdétese € de que as VEs liberadas pelo TA obeso sdo ricas em proteinas
relacionadas a progressao tumoral, as quais podem induzir a TEM de células de

cancer de mama.
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Figura 17 — Efeitos do secretoma do TA de pacientes sobre duas diferentes
linhagens de cancer de mama

.
S
[y

MMMP9

leptina

Vesiculas extracelulares
Adipocinas
Acidos graxos

MCF-7 - subtipo luminal A
(ER+, PR+, HER2-)

R { )

MDA-MB-231 - subtipo
basal (ER-, PR-, HER2-)

Proliferagdo
Fosforillagao de ERK

Migragao
Invaséo
Fosforilagdo de AKT
Atividade de MMP9

->
. ,
‘ Y Células HMEC-1
= Tubulogénese

Fonte: Figura baseada no artigo de Ramos-Andrade et al, 2020.
Legenda: O MC e VEs do tecido adiposo de pacientes obesos aumentam a proliferagdo das células
MCF-7 via ERK, enquanto aumentaram a migragéo, invasdo 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 pré-angiogénicas sobre células endoteliais. Ademais, as VEs do
TA obeso sao ricas em leptina e MMP9.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral

Caracterizagao do secretoma (MC e VEs) dos explantes de tecido adiposo
visceral (TAV) e subcutaneo (TAS) de individuos magros e obesos, e possiveis
moléculas candidatas para o aumento da malignidade de células tumorais de
mama. Além disso, pretende-se avaliar por meio de quais mecanismos ocorre 0
aumento da malignidade das células tumorais de mama, com foco na transicao

epitelial-mesenquimal (TEM).

1.2 Objetivos especificos

1.2.1 Caracterizacdo do secretoma (MC e VESs) do tecido adiposo

a) Analise do perfil do MC liberado pelo TA de individuos magros e obesos a
fim de avaliar o perfil de acidos graxos;

b) Andlise do painel de adipocinas presentes no MC liberado pelo TA de
individuos magros e obesos

c) Analise do tamanho e concentracao das VEs liberadas pelo TA de pacientes
magros e obesos.

d) Analise do painel de proteinas presentes nas VEs liberadas pelo TA de

pacientes magros e obesos.

1.2.2 Avaliagao da inducdo da transicao epitelial-mesenquimal nas células

a) Avaliagao do potencial migratério das células MCF-7 estimuladas com o MC

ou VEs liberadas pelo TA;
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b) Analise do efeito do estimulo 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) Analise do efeito do estimulo das células MCF-7 e MDA-MB-231 com as as
VEs liberadas pelo TA sobre os fatores de transcricdo envolvidos na TEM.

d) Analise da via de sinalizagdo do TGF-B/SMAD

e) Anadlise da via de sinalizagcdo da Wnt/B-catenina nas células MCF-7

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

2.1 Linhagens celulares

As linhagens celulares de adenocarcinoma mamario 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 NaHCOs (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 37°C 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
solugcao de Hank’s EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (5mM), a qual desfaz
as ligagbes adesivas dependentes de cations (Ca*? e Mg*?), facilitando a atuagédo
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, (20°C, por 10 minutos)
(Beckman GS-15R Centrifuge, Indianapolis, IN, USA). As células foram utilizadas

no maximo até a 122 passagem.
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2.3 Contagem de Células

O numero de células presentes na suspensao celular foi determinado por
contagem em camara de Neubauer. A viabilidade celular foi determinada pelo
meétodo de exclusdo 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 Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF),
pertencente a 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 néao
apresentassem sindrome metabdlica ou diabetes. O estudo foi realizado com o
consentimento assinado de todos os pacientes e aprovado pelos comités de ética
do Hospital Universitario Pedro Ernesto (CAAAE 36880914.0.0000.5259) e Hospital
e Hospital Federal de Ipanema (CAAE 03769618.3.0000.5646), com a participacao

de 35 pacientes.

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

Os fragmentos de tecido adiposo subcutaneo (TAS) de individuos magros
foram obtidos a partir de pacientes que foram submetidos a cirurgia plastica
(mamoplastia redutora ou abdominoplastia). Como nao era possivel acessar os
fragmentos de tecido adiposo visceral (TAV) dos individuos magros durante a
cirurgia plastica, tais fragmentos foram obtidos durante colecistectomia. Ja os
fragmentos de TAS e TAV de pacientes obesos foram obtidos durante a cirurgia
bariatrica. Resumidamente, menos de 2 horas apds a cirurgia, os fragmentos de

TA foram lavados e limpos com solugéo 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 proporgdo 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 remog¢ao de debris celulares, sendo
armazenados a -80°C, para posteriores analises (RENOVATO-MARTINS et al.,
2017).

2.6 Isolamento das vesiculas extracelulares

As VEs foram isoladas a partir do MC oriundo do TAS ou TAV de individuos
eutréficos e obesos. Inicialmente, as amostras foram centrifugadas a 2000 x g,
durante 10 minutos, a 4°C, para a remogao de restos celulares (Eppendorf 5415R,
Hamburgo, GER). Este protocolo de isolamento & para a obtengdo das
microparticulas, que sédo as vesiculas maiores. Em seguida, o sobrenadante obtido
foi centrifugado novamente, a 20.000 x g, por 70 minutos, a 4°C (Beckman GS-15R
Centrifuge, Indianapolism, IN, EUA). O pellet obtido apds a ultima centrifugagao 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
centrifugacédo). As amostras contendo as VEs foram armazenadas a -4°C para
posteriores andlises (RENOVATO-MARTINS et al., 2017).

2.7 Analise de distribuicao das VEs

Apés 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 dindmico de Luz, também chamada
de Espectroscopia de Correlagdo de Foétons (PCS), é amplamente utilizada para a
avaliacao das dimensbes de particulas em suspensdo. Quando uma particula &
iluminada pelo laser, ela ira espalhar luz em todas as dire¢cdes. A técnica de DLS
consiste na analise das flutuagdes de intensidade da luz espalhada em um

determinado angulo.
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2.8 Cromatografia gasosa — espectometria de massas (GC-MS)

O conteudo de &acidos graxos de cadeia longa presentes no MC foi
analisado utilizando o GC-MS, como descrito anteriormente por Christie,
(CHRISTIE, 1989). Cada amostra lipidica foi dissolvida em 1 ml de tolueno e foram
adicionados 2 ml de acido sulfurico 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 sodio) a 5% e os ésteres necessarios foram extraidos duas vezes com 2
ml de hexano, o qual foi removido numa corrente de nitrogénio. Os ésteres
metilicos de acidos graxos secos (FAME) foram ressuspendidos em 100 ul de
heptano. Os FAME foram ressuspendidos em 100 ul de heptano. As analises de
GC/MS foram carreadas em um sistema Shimadzu GCMS-QP2010 Plus, usando
um HP Ultra 2 (5% de fenilmetilpolisiloxano), Agilent (25 m x 0,20 mm x 0,33 pm).
O injetor foi ajustado a 250°C sem divisao. 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 gas de arraste com velocidade linear
de 36,0 cm s-1. Um volume de 2 ml de amostra foi injetado no cromatégrafo. Os
componentes foram identificados comparando-se seus espectros de massa com os
da biblioteca NIST05 contida no espectrémetro de massa do computador. Foram
utilizados indices de retencdo para confirmar a identidade dos picos no
cromatograma pelo Mix Componente FAME Supelco 37 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA). Os acidos graxos foram quantificados através da determinacao da razao

da area de pico com os padroes 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 individuos magros e obesos, as amostras de MC foram analisadas em
triplicatas seguindo as instru¢gdes de uso do fabricante. Para a dosagem de IL-6
(limite de detecgao: 13 pg/mL) e TNF-a (limite de detecgéo: 0,5 pg/mL) foi utlizado o
kit Human Metabolic Hormone Bead Panel (Cat. #HMHEMAG-34K). Para a
dosagem de IL-1B (limite de detecgéao: 0,8 pg/mL) e MCP-1 (limite de detecgao: 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-B1, TGF-B2 e TGF-B3 (limite de
deteccgdo: 6,0; 6,6; 2,2 pg/mL; respectivamente) foi utilizado o kit TGF-B 1,2,3
Magnetic Bead Kit (Cat. #T GFBMAG-64K-03).

2.10 Prote6bmica

As amostras de VEs isoladas do TA oriundas dos individuos magros e
obesos foram ressuspedidas em 200 pL de um tampéo de extracdo (uréia 7m,
tioureia 2m, DTT 30mM, TEAB 50mM, sodio deoxicolato 1%, fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF) 10mM, EDTA 10mM). Cada amostra foi submetida ao
homogeneizador ultrassénico. Neste estudo, utilizamos uma abordagem de bottom-
up sem gel. Para isso, 300 ug de proteina foram ressuspendidas em 45 pL de uma
solugdo de 7 M de ureia/2 M e reduzidas com ditiotreitol 100 mM (concentragao
final de 10 mM) a 35°C por 1 hora sob agitagao constante (600 RPM). As amostras
foram entdo alquiladas por adicdo de iodoacetamida 40 mM, que foi ainda
homogeneizada por 30 minutos a 35°C (500 RPM), no escuro. Ao volume final
(60uL), foram adicionados 480 uL de agua para diluir a uréia (<1 M). As proteinas
foram entado hidrolisadas com 3,0 pg de tripsina (0,1 mg/L, Promega). O processo
de digestao ocorreu por 16 horas a 35°C (500 RPM), depois foi interrompido com a
adicdo de &acido trifluoroacético (TFA) a uma concentragdo 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), eluida com 60% de acetonitrila/0,05% de TFA. Os peptideos
foram secos, ressuspendidos em acido férmico a 0,1%, quantificados (kit de ensaio
de proteina Qubit, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) e analisados com um
sistema de cromatografia liquida Easy7000-nano acoplado a um espectrémetro de
massa nESI-Q-Exactive Plus (ambos da Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). Trés
replicatas biolégicas foram analisadas duas vezes (duas replicatas técnicas). Dois
microgramas de peptideos foram analisados em duplicata técnica apds 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% H20/5% de acetonitrila [ACN]/0,1% de
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acido férmico) e solvente B de (95% ACN/5% de H20/0,1% de acido férmico). O
comprimento da coluna de captura foi de 3 cm com 200 ym ID (esferas de 5 ym -
Reprosil Pur C18, Dr. Maish) e coluna analitica de 20 cm e 75 ym ID (esferas de
3um - Reprosil PurC18, Dr. Maish). O Q-Exactive Plus no modo FullScan-DDA MS2
usou a lista de exclusdo dinamica de 45 segundos e a tensao de pulverizagéo a 2,7
kV. O Fullscan foi adquirido com uma resolugdo de 70000 a 200m/z, com intervalo
de 350 a 2000, AGC de 1 x 10° e tempo de inje¢édo de 50 milissegundos. A selegdo
dos 20 ions mais intensos para fragmentagdo de HCD usou uma energia de colisao
normalizada de 30, janela de isolamento precursor de 1,2 m/z e deslocamento de
0,5, uma resolugdo de 17500 a 200 m/z, AGC em 5 x 10° e tempo de injegdo de

100 milissegundos.

2.11 Analise pelo Software STRING

Para a analise de interacbes entre proteina-proteina foi utilizada a
ferramenta de pesquisa STRING (https://string-db.org/). O STRING & uma base de
dados bioldgica, um recurso de web, onde é possivel identificar interagdes proteina-
proteina conhecidas e previstas. A selegdo de proteinas foi realizada de acordo
com os dados da protedmicalnicialmente, foi utilizado um filtro para selecionar as
proteinas que estavam presentes em pelo menos duas das triplicatas técnicas. O
segundo filtro, aplicado em cima do primeiro filtro, selecionou as proteinas que
estavam presentes em pelo menos trés de cinco replicatas biologicas. As proteinas

remanescentes desses filtros que foram aplicadas no STRING.

2.12 Obtenc¢ao de extratos totais

As células MCF-7 (1,0 x 10% células/pogo) e MDA-MB-231 (6 x 10*
células/poco) foram semeadas em placas de 6 pocos previamente tratadas com

gelatina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) na concentracdo de 0,2% e incubadas
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a 37°C e 5% de CO2, em meio DMEM suplementado com 10% de SFB. As células
foram estimuladas ou ndo com o TGF-B [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 individuos magros ou do TAS e TAV de individuos obesos.
Todos os estimulos foram diluidos em DMEM suplementado com 5% de SFB, os
quais foram utilizados para todos os ensaios posteriores, seguindo as mesmas
condigdes. Ao final do tratamento, as células foram lisadas em tampéao de lise RIPA
(Tris 50 mM; pH 8; Triton X-100 1% (v/v); NaCl 150 mM; SDS 0,1%; EDTA 5 mM;
NaF 50 mM; ortovanadato de sodio (NasVO4) TmM; PMSF 1 mM; coquetel de
inibidores (aprotininina 1 uM e leupeptina 1uM) e inibidor de tripsina (SBTI) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). A obtencéo 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. Apds o isolamento, as VEs
foram ressuspendidas diretamente em 50 uL de tampéo de lise RIPA. O conteudo
de proteinas do extrato total foi determinado através do método do acido
bicinconinico (BCA) (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA); apds a determinacgao do
conteudo proteico, foram adicionados aos extratos 20% do de tampdo de amostra
5x concentrado (v/v) (Tris-HCI 50 mM, pH 6,8; SDS 1%, 2-mercaptoetanol 5%,
glicerol 10%, azul de bromofenol 0,001%). As amostras foram fervidas em agua

(100°C) por 5 minutos para a sua desnaturagao.

2.13 Obtenc¢ao de extratos nucleares

As células MCF-7 (6,5 x 10° células/pogo) foram semeadas em placas de 6
pocos e estimuladas por 24 horas como descrito anteriormente. Em seguida, os
pocos foram lavados com PBS 1x e as células lisadas em 900 pyL do tampéo A
(HEPES 10 mM; KCI 10 mM; EDTA 0,1mM; EGTA 0,1 mM; DTT 1 mM, pH 7,9) e
incubadas no gelo por 15 minutos; apds esse tempo adicionou-se NP40 5% e as
amostras foram homogeneizadas. As amostras foram entao centrifugadas a 12.000
X g, por 5 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet contendo as
células foi ressuspendido em 50 pyL do tampéo 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 4°C; posteriormente o sobrenadante foi coletado. Tanto o tampao A
quanto o tampao C tiveram a adicdo de fluoreto de PMSF 1 mM; coquetel de
inibidores (aprotininina 1 uM e leupeptina 1uM) e inibidor de tripsina (SBTI) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) no momento de uso. O conteudo de proteinas do
extrato nuclear foi determinado pelo método de BCA (Thermo Scientific, Rockford,
IL, EUA), e apds a determinagdo do conteudo proteico, foram adicionados aos
extratos 20% de tamp&o de amostra 5x concentrado (v/v) (Tris-HCI 50 mM, pH 6,8;
SDS 1%, 2-mercaptoetanol 5%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,001%). As

amostras foram fervidas em agua (100°C) por 3 minutos para a sua desnaturagao.

2.14 Eletroforese e western blotting

O volume dos extratos celulares correspondentes a 20 ug de proteina foram
fracionados por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) desnaturante. O
padrao de peso molecular correu em paralelo para estimar o peso molecular das
amostras. Apds 90 minutos de eletroforese a 150 V e 25 mA, as proteinas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose, por 30 minutos, 25V-1.0A, no
equipamento Trans-Blot® Turbo™ (Transfer System, Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
A eficiéncia da transferéncia foi avaliada pela coloragdo 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
primarios: 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) sdo da Millipore, Burlington, MA, USA,;
Claudina-1 (mouse - 1:100, cat. sc81796) e TGF-3 (rabbit - 1:500, cat. sc7892) sao
da Santa Cruz, Dallas, TX, USA. Apos 3 lavagens de 10 minutos com o Tween-
TBS, as membranas foram incubadas com os anticorpos secundarios anti-IgG
especificos conjugados a peroxidase (1:10.000) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
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em temperatura ambiente e sob agitagcdo, durante 2 horas. Para a detec¢do das
bandas foi utilizado o kit de revelagcdo por quimioluminescéncia (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 10° células/pogo) e MDA-MB-231 (2,5 x 10°
células/pocgo) foram semeadas em placas de 6 pogos e estimuladas por 24 horas
como descrito anteriormente. O RNA total foi extraido pelo método de separagao
por coluna através do kit RNAeasy Mini Spin Column (Qiagen, Hilden, NRW, GR),
de acordo com o protocolo do determinado pelo fabricante. A quantificacdo e
pureza do RNA total foram determinadas através do espectofotdometro 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 tampao de magnésio contendo
H20, dNTPs, primers randémicos e a enzima transcriptase reversa. As amostras de
DNA complementar foram estocadas em freezer -80°C 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
nivel da expressao do gene analisado foi normatizado em relagéo a B-actina (cat.
QT01680476), todos os primers foram comprados da empresa Qiagen (Hilden,
NRW, GR). A expresséao relativa foi determinada pela analise do 2-AACt, que
representa o valor da expressao do gene analisado em relacdo ao seu calibrador,
em relagdo ao controle sem estimulo. O qPCR foi realizado em Rotor Gene Q e os
amplicons foram quantificados pelo sistema de fluorescéncia da SybrGreen®. A
condigao padrao da reacao de PCR foi: 95°C por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos a
95°C por 5 segundos e 60°C por 10 segundos, subsequente a uma curva-padrao de
desnaturacao.
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2.16 Ensaio de migracao pelo método de lesio de monocamada (wound

healing)

As células MCF-7 (2,0 x 10° células/pogo) foram semeadas em placas de 24
pocos até atingirem 100% de confluéncia. Posteriormente, o sobrenadante foi
descartado e as células foram tratadas com mitomicina (5ug/mL) diluida em DMEM
sem SFB, por 2 horas. Em seguida, com o auxilio de uma ponteira de pipeta, foi
feito um risco na placa, na posi¢cao vertical, para a remog¢ao das células e o
sobrenadante foi retirado. As células foram entdo 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 realizagao das fotos.
Tais regides (um campo acima da linha da caneta e um campo abaixo) foram
fotografadas nos tempos de 0, 24 e 48 horas, em microscopio invertido (Olympus
IX71, Waltham, MA, USA), no aumento de 10x. As analises do fechamento foram

realizadas com auxilio do software photoshop CS5.

2.17 Anadlises estatisticas

Os dados sao expressos como médias * erro padrao da média. As
comparagdes de médias para variaveis quantitativas entre os grupos foram
realizadas utilizando teste t de Student ou teste one-way ANOVA, seguido pelo pos-
teste de Bonferroni. Para toda analise, um valor de p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. A avaliagcao estatistica foi realizada utilizando-se o
software GraphPad Prism versao 7.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).
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3 RESULTADOS

3.1 O MC proveniente do TAV de individuos obesos apresenta grande

quantidade de acidos graxos

Como ja foi descrito na introducdo, a obesidade desencadeia um quadro
inflamatorio no TA, além do aumento da liberagcdo de acidos graxos livres, VEs e
disfungdo metabdlica; 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, 0 nosso objetivo foi caracterizar
o secretoma (MC e VEs) liberado pelo TA de pacientes magros e obesos, de forma
a possibilitar a compreensao sob o aumento da malignidade de células tumorais de
mama.

Pacientes obesos apresentam uma maior quantidade de acidos graxos
circulantes, devido a disfuncdo dos adipocitos (BODEN, 2008; KUO; ANN, 2018);
vale ressaltar que os mesmos apresentam um importante papel na promog¢ao 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 acidos
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 acidos graxos oleico (monoinsaturado), linoleico
(poliinsaturado) e estearico (saturado), cujas quantidades foram inferiores as
liberadas pelo TAV de individuos obesos (Figura 18). Além disso, observamos que
o TAV de individuos obesos liberou niveis aumentados dos acidos graxos
insaturados linoleico, oleico e dos acidos graxos saturados palmitico, laurico,

miristico e estearico (Figura 19).
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Figura 18 - Perfil lipidico do MC oriundo do TAS de individuos magros e TAV de

individuos obesos
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Fonte: A autora, 2022.

Legenda: O conteudo de acidos 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 espectrometro de massa do computador. Foram utilizados
indices de retengdo para confirmar a identidade dos picos no cromatograma. Os acidos
graxos foram quantificados através da determinagdo da razdo da area de pico com os
padrdes internos de 9:0 e 19:0. Os resultados sao representativos de 3 diferentes pacientes
de cada grupo.

3.2 O MC proveniente do TAV de individuos obesos apresenta niveis

aumentados de adipocinas pré-inflamatoérias

Individuos saudaveis apresentam um perfil de liberacdo de adipocinas
antiinflamatorias pelo TA, as quais fazem parte da regulagdo da homeostase;
entretanto, durante o desenvolvimento da obesidade ocorre uma mudanca nesse
perfil, caracterizando a liberagdo de adipocinas pré-inflamatérias (OUCHI et al.,
2011). Algumas dessas adipocinas pro-inflamatérias ja foram descritas por terem
uma relagdo com a progressao 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-B1 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-B2 e TGF-B 3 (tabela 1B).

Em seguida, avaliamos se o IMC teria alguma correlagao com a liberagao de
tais adipocinas pelo TA. No TAS o TGF-B1 apresentou correlagao positiva com o
IMC (Figura 19). Entretanto, no TAV, as adipocinas IL-6, TGF-f2 e 3 né&o

apresentam correlagdo com o IMC (Figura 20 A, B e C), respectivamente.

Tabela 1 - Analise do perfil de liberagdo de adipocinas dos explantes de TAS de
pacientes magros e obesos

A
Adipocinas TAS magro TAS obeso
*(SD) t (sD)
MCP-1 (ng/mL) | 6,42+1,62 7,04 + 0,47

IL-1B (pg/mL) | 4,42 +2,83 4,07 +1,32

TNF-a (pg/mL) 0,7 + 0,47 0,63 +0,23

IL-6 (ng/mL) 1,89 £ 0,99 1,94 + 0,68

TGF-B1 (pg/mL) | 113,04+ 16,1 | 188,7+ 60,034

TGF-B2 (pg/mL) | 0,49 +0,39 0,17 £ 0,07

TGF-B3 (pg/mL) | 35,69+6,38 | 36,01+ 2,22

Fonte: A autora, 2022.
Legenda: As adipocinas foram dosadas no MC do TAS e TAV dos individuos magros e obesos

seguindo as instrucbes de uso de acordo com o protocolo dos kits da Millipore, cada
amostra foi aplicada em triplicata. Os resultados sao representativos de 8 diferentes
pacientes para MC TAS magro, 7 para MC TAS. O teste t de Student foi utilizado para
avaliar a diferenca entre os grupos. Os resultados foram representados como média *

desvio padréo (# p < 0,05).
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Tabela 2 - Analise do perfil de liberagdo de adipocinas dos explantes de TAV de
pacientes magros e obesos.

B

Adipocinas TAV magro TAV obeso
+(SD) +(sD)

MCP-1 (ng/mL) 6,44+1,3 6,46 +0,83

IL-1B (pg/mL) 553+1,17 | 569+0,93

TNF-a (pg/mL) 0,83 + 0,34 1,73 +0,89

IL-6 (ng/mL) 2,79+029 | 835253

TGF-B1 (pg/mL) | 130,85:29,5 | 242,1+102,4

TGF-B2 (pg/mL) 2,04+0,78 4,46+1,63 #

TGF-3 (pg/mL) | 38,22:7,05 | 72,1+24,1%

Fonte: A autora, 2022.

Legenda: As adipocinas foram dosadas no MC do TAS e TAV dos individuos magros e obesos
seguindo as instrucdes de uso de acordo com o protocolo dos kits da Millipore, cada
amostra foi aplicada em triplicata. Os resultados s&o representativos de 3 diferentes
pacientes para MC TAV magro, 7 para MC TAV obeso. O teste t de Student foi utilizado para
avaliar a diferenga entre os grupos. Os resultados foram representados como média +
desvio padréo (# p < 0,05).

Figura 19 — Correlagao entre o IMC e a adipocina TGF-1 no TAS
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Fonte: A autora, 2022.
Legenda: Foi avaliada a correlagao entre o IMC dos pacientes e a adipocina TGF-B1 no TAS através
do coeficiente de correlagao de Pearson.
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Figura 20 - Correlagao entre o IMC e as adipocinas IL-6, TGF-2 e TGF-3 no TAV
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Legenda: Foi avaliada a correlacao entre o IMC dos pacientes e a adipocina TGF-B1 no TAS através
do coeficiente de correlacdo de Pearson, (A) IL-6, (B) TGF-2, (C) TGF-B3.

3.3 Perfil das VEs liberadas pelo TA

Uma vez que o termo VEs engloba um grande grupo de vesiculas,

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 individuos magros quanto o TAS e

TAV de individuos obesos secretam populacdes de MPs, principalmente na faixa de

200 nm (Figura 21). Embora o nosso protocolo de isolamento seja para as VEs

maiores, também observamos populacdes 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).



Figura 21 - Analise do tamanho e concentragao das VEs liberadas pelo TA
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Fonte: A autora, 2022.
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Legenda: As VEs isoladas a partir do MC foram ressuspensas em PBS, e submetidas ao
equipamento Zetasizer para a caracterizagdo do padrdo de distribuicdo do tamanho e
percentual das VEs. Os resultados s&o representativos de um pool de 3 diferentes pacientes

de cada grupo.
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3.4 As VEs liberadas pelo TA de individuos obesos apresentam carga proteica

especifica

Além da identificacdo das proteinas presentes nas VEs liberadas pelo TA, é
importante avaliar como essas proteinas podem interagir entre si. Para determinar
o interatoma entre as proteinas, utilizamos a ferramenta STRING. De acordo com
os dados qualitativos obtidos na protedmica, as VEs do TA obeso apresentam uma
maior diversidade de proteinas em comparagdo as VEs do TA magro, e
consequentemente uma maior probabilidade de rede de interacdo de proteinas
(Figuras 22 e 23). Além disso, muitas das proteinas presentes nas VEs do TA
obeso apresentam proteinas relacionadas a progressao tumoral, que podem
interagir umas com as outras, como por exemplo, as proteinas 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 interacdo de proteinas encontradas no proteoma qualitativo de
VEs liberadas pelo TAS de individuos magros
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Fonte: A autora, 2022.

Legenda: A rede de interagdo das proteinas encontradas no proteoma qualitativo foi analisada
utilizando a ferramenta de pesquisa STRING, de acordo com os filtros descritos na sec¢ao de
metodologia. As proteinas envolvidas em azul estdo presentes apenas nas VEs do TAS dos
pacientes magros.
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Figura 23 - Rede de interacdo de proteinas encontradas no proteoma qualitativo de

VEs liberadas pelo TAV de individuos obesos
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Fonte: A autora, 2022.

Legenda: A rede de interagdo das proteinas encontradas no proteoma qualitativo foi analisada
utilizando a ferramenta de pesquisa STRING, de acordo com os filtros descritos na segéo de
metodologia. As proteinas envolvidas em vermelho estdo presentes apenas nas VEs do

TAV dos pacientes obesos.
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3.5 As VEs liberadas pelo TA de individuos obesos apresentam aumento da

expressao de TGF-$ e vimentina

E sabido que as VEs t&m um importante papel na progressao tumoral, como
na TEM, por serem capazes de carrear inumeras moléculas, como RNAmM, miRNA,
citocinas, integrinas, que podem ser internalizados pelas células e assim
desencadear a TEM. (GREENING et al., 2015). Demonstramos que o TAS obeso
secreta niveis aumentados do TGF-B1 e o TAV obeso niveis aumentados de TGF-
B2 e 3, com isso, avaliamos se o TGF-B poderia estar presente nas VEs. Como
podemos observar na Figura 24 A, tanto as VEs liberadas pelo TAS quanto pelo
TAV de individuos obesos apresentaram expressdo de TGF-B total, o que nao foi
observado nas VEs liberadas pelo TAS de individuos magros. Além disso,
observamos que as VEs liberadas pelo TAS e TAV obeso também apresentam
expressao de vimentina, o que nao foi observado nas VEs liberadas pelo TAS de

individuos magros (Figura 24 B).

Figura 24 - Avaliacado da expressao de TGF- e vimentina nas VEs
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Fonte: A autora, 2022.

Legenda: As VEs foram isoladas do TA e ressuspensas em tampao de lise. As amostras (20 ug)
foram tratadas com o tampao de amostra e submetidas ao gel fracionador de policacrilamida
SDS-PAGE e em seguida foi realizado o immunoblotting para detecgcéo de (A) TGF-B e (B)
vimentina. Os resultados sdo representativos de 4 diferentes pacientes para cada grupo.
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3.6 Efeito do MC e das VEs liberadas pelo TA de individuos obesos sobre

marcadores envolvidos na transigao epitelial-mesenquimal

A principal caracteristica da TEM é a perda da morfologia epitelial e
aquisicdo do fenodtipo mesenquimal (DONGRE; WEINBERG, 2019). Para
determinar se o estimulo proveniente do TA obeso induziria a TEM, avaliamos
marcadores celulares relacionados a TEM. Utilizamos um grupo estimulado com o
TGF- B como o controle positivo da TEM do nosso ensaio. Como esperado, nosso
grupo controle diminuiu a expressao de E-caderina nas células MCF-7 (Figura 25
A), entretanto ndo induziu diferenga na expresséao de claudina-1 (Figura 26 C e D).

Observamos que o MC do TAV de individuos obesos induziu a diminuigao
dos niveis do marcador epitelial E-caderina nas células MCF-7 em comparagao ao
controle (sem estimulo) (Figura 25 A), enquanto as VEs do TAV obeso induziram a
diminuicdo dos niveis de E-caderina nas células MCF-7 tanto em comparagao ao
controle (sem estimulo) quanto em comparacgéao as VEs do TAS magro (Figura 26
B). O grupo de MC ou VEs do TAS obeso nao induziu diferenga significativa nos
niveis de E-caderina (Figura 25 A e B).

A claudina € uma familia de proteinas de membrana envolvidas na formacéao
das jungdes de oclusdo, sendo portanto considerada um marcador epitelial
(FURUSE et al., 2002). Entretanto, a claudina-1 tem sido descrita por realizar um
papel dubio, apresentando tanto um papel anti-tumoral quanto pro-tumoral (BHAT
et al., 2020). Com isto, avaliamos os niveis de claudina-1 nas células MCF-7
estimuladas com o MC ou VEs do TA. Nossos resultados ndo demonstraram
diferenca significativa nos niveis de claudina-1 entre os diferentes grupos
observados, tampouco com relacdo ao nosso controle positivo da TEM, o TGF-
(Figura 25 C e D).
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Figura 25 - Avaliagdo da expressao de E-caderina e Claudina-1 nas células MCF-7
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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% vl/v). O extrato total foi submetido ao SDS-PAGE e posterior immunoblotting para
detecgdo 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 calculo da razdo entre
os niveis de E-caderina ou claudina-1 e a B-actina. Os resultados s&o representativos de 7
diferentes experimentos. O teste one-way- anova com pés-teste de Bonferroni foi utilizado
para avaliar a diferenga entre os grupos (*p < 0,05, **p < 0,01, *****p < 0,001). Os resultados
foram representados como média + erro padrao.
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Embora as células MDA-MB-231 ja apresentem um fendétipo mesenquimal e

um carater invasivo, os marcadores relacionados a transi¢ao epitelial-mesenquimal

sao avaliados para descrever o aumento ou diminuicdo da malignidade dessas

células. Com isso, avaliamos os niveis 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 migragao
quanto sua capacidade de invasividade (RAMOS-ANDRADE et al., 2020). Na figura

26 A e B, podemos observar que nao houve diferenca estatistica nos niveis de
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vimentina nas células MDA-MB-231 estimuladas tanto pelo MC ou pelas VEs
derivadas dos diferentes explantes de TA, nem no préprio grupo do controle

positivo.

Figura 26 - Avaliagdo da expressao de vimentina nas células MDA-MB-231
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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 detecgdo do marcador mesenquimal (A e B) vimentina. Os resultados foram
quantificados pelo Software Image Lab, a partir do calculo da razdo entre os niveis de
vimentina e B-actina. Os resultados séo representativos de 4 diferentes experimentos. O
teste one-way- anova com pds-teste de Bonferroni foi utilizado para avaliar a diferenga entre
os grupos. Os resultados foram representados como média * erro padréo.

3.7 Efeito das VEs liberadas pelo TA de individuos obesos sobre fatores de
transcrigao envolvidos na transigcao epitelial-mesenquimal

Os fatores de transcricao tém um papel muito importante na TEM, pois eles
regulam a expressdao dos marcadores epiteliais e mesenquimais. Fatores de
transcricdo como ZEB, Snail, Slug e Twist induzem a expressao de centenas de
genes associados ao estado mesenquimal e reprimem 0s 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 0 nosso estimulo proveniente do TA obeso regula os fatores de

transcricdo envolvidos na TEM.
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Observamos que as VEs derivadas do TAV obeso induziram a diminuigao da
expressdo do gene CDH1 comparado as VES do TAS magro (Figura 27 A),
corroborando o dado da diminuicdo da expresséao de E-caderina visto
anteriormente. Além disso as VEs do TAV obeso induziram o aumento da
expressao de Snail (Figura 27 B) e diminuiram a expressao de Slug (Figura 27 C).
Como nao vimos diferenga na expressao de claudina-1 anteriormente, avaliamos a
expressdo do RNA mensageiro para claudina-7, entretanto, ndo observamos
diferencga significativa ao compararmos os grupos.

Avaliamos também a expressao dos fatores de transcricao Slug e Snail nas
células MDA-MB-231. As VEs do TA obeso nao induziram diferenca na expressao
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 transcrigdo génica de fatores

envolvidos na transicao epitelial-mesenquimal das células MCF-7
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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. Apds esse tempo foi extraido o RNA das células e as
amostras foram entao retrotranscritas em DNA complementar (cDNA). O nivel da expressao
dos genes CDH1 (A), Snail (B), CLDN7 (C) e Slug (D) analisados foram normatizados em
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relacdo a B-actina. A expressao relativa foi determinada pela analise do 2-AACt, que
representa o valor da expressao do gene analisado em relagdo ao controle sem estimulo.
Os resultados sao representativos de um n de 6 para Snail e n de 3 para CDH1, Snail e
Slug. O teste one-way- anova com poés-teste de Bonferroni foi utilizado para avaliar a
diferenca entre os grupos (*p < 0,05; ***p<0,005). Os resultados foram representados como
meédia + erro padrao.

Figura 28 - Efeito das VEs liberadas pelo TA sobre os fatores de transcrigdo
envolvidos na transigao epitelial-mesenquimal das células MDA-MB-
231
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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. Apds esse tempo foi extraido o RNA das células e
as amostras foram entdo retrotranscritas em DNA complementar (cDNA). O nivel da
expressao dos genes Slug (A) e Snail (B) analisados foram normatizados em relagéo a B-
actina. A expressao relativa foi determinada pela analise do 2-AACt, que representa o valor
da expressédo do gene analisado em relagdo ao controle sem estimulo. Os resultados sao
representativos de um n de 3 para Snail e Slug. O teste one-way- anova com pds-teste de
Bonferroni foi utilizado para avaliar a diferenca entre os grupos (*p < 0,05; ***p<0,005). Os
resultados foram representados como média + erro padrao.

3.8 Avaliagcao de vias de sinalizagdao envolvidas na transicao epitelial-

mesenquimal

A via do TGF-B/Smad é uma das principais indutoras da TEM pela regulacao
positiva dos fatores de transcrigao relacionados a esse processo (XU; LAMOUILLE;
DERYNCK, 2009). Uma vez que observamos que tanto o TAS quanto o TAV de
individuos obesos secretam uma maior quantidade de TGF-8, o qual esta 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 nao
induziu diferenga na ativagao desta via entre os grupos (Figura 28 A), entretanto, as
VEs do TAV obeso induziram o aumento da fosforilagdo da proteina SMAD2 tanto
em comparagao ao grupo controle (sem estimulo) quanto as VEs do TAS magro
(Figura 29 B).

Figura 29 - Efeito das VEs liberadas pelo TA sobre a via de sinalizagdo do TGF-
B/SMAD nas células MCF-7
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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
detecgdo de pSMAD2 e SMAD2. Os resultados foram quantificados pelo Software Image-
Lab, a partir do calculo da razéo entre os niveis de pSMAD2 e SMAD2. Os resultados séo
representativos de 4 diferentes experimentos. O teste one-way- anova com pos-teste de
Bonferroni foi utilizado para avaliar a diferenga entre os grupos (*p < 0,05). Os resultados
foram representados como média * erro padréo.

A via da WNT/B-catenina € uma outra via relacionada a TEM; quando esta
via é ativada, a B-catenina ndo é ubiquitinada e degradada, translocando-se para o
nucleo (HUANG et al., 2008). Uma vez que esta via ja foi descrita por estar ativada
na obesidade (DAS et al., 2021), avaliamos se o MC ou VEs do TA estariam
influenciando na ativagao dessa via. Como podemos observar, nem o MC (Figura
30 A) e nem as VEs (Figura 30 B) induziram diferenca na expressao de (-catenina

nuclear entre os grupos.
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Figura 30 - Efeito das VEs liberadas pelo TA sobre a via de sinalizacdo da Wnt/B-

catenina nas células MCF-7
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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 detecgdo de B-catenina e histona H3. Os resultados foram quantificados pelo Image
Lab Software, a partir do calculo da razdo entre os niveis de B-catenina e histona H3. Os
resultados sdo representativos de 3 e 4 diferentes experimentos, respectivamente. O teste
one-way- anova com poés-teste de Bonferroni foi utilizado para avaliar a diferenca entre os
grupos (*p < 0,05). Os resultados foram representados como média + erro padrao.

3.9 O MC e as VEs provenientes do TA de individuos obesos induzem

aumento da migragao nas células MCF-7

Em nosso trabalho anterior, mostramos que o MC e as VEs provenientes do
TA derivado de individuos obesos aumentaram a capacidade proliferativa das
células tumorais de mama MCF-7 através da via de sinalizagdo ERK/MAPK. Ja nas
células MDA-MB-231, o MC e VEs do TA obeso potencializaram ainda mais as
propriedades migratérias e invasivas destas células, efeitos dependentes da
ativacao da via PI3K/Akt (RAMOS-ANDRADE et al., 2020).

A migracao celular € um mecanismo muito importante utilizado pelas células
tumorais para a progressdo do tumor, sendo considerada um dos hallmarks que
estd diretamente relacionado a uma maior malignidade e pior prognéstico
(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, ndo aumentou sua capacidade migratéria (dados ndo mostrados), como
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observado nas células MDA-MB-231. Entretanto, tais estimulos durante todo o

tempo de ensaio induziram o aumento da migracéo 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 migracéo das

células MCF-7
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Legenda: Apds as células MCF-7 plaqueadas terem atingido 100% da confluéncia elas foram
tratadas por 2 horas com mitomicina (5ug/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
individuos magros ou do TAS e TAV de individuos obesos, diluidos em DMEM
suplementado com 5% de SFB. A migragdo 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 microscopio invertido, em um aumento de 10x (2 fotos por campo). Os resultados séo
representativos de 4 diferentes pacientes para cada grupo. O teste one-way- anova com
pos-teste de LSD foi utilizado para avaliar a diferenga entre os grupos (*p < 0.05, *p<0.01).
Os resultados foram representados como média * erro padréo.
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4. DISCUSSAO

Diversos estudos tém demonstrado a estreita relacao entre a obesidade e o
aumento do risco de varios tipos de cancer. No cancer de mama, evidéncias
demonstram uma forte associagcdao entre o IMC elevado, o aumento de sua
incidéncia (WOLIN et al., 2010) e um pior prognéstico (CALLE e KAAKS, 2004;
PROTANI et al., 2010; FORD et al., 2013). Para entender melhor esta relagédo entre
a obesidade e o cancer de mama nosso grupo desenvolveu um modelo in vitro que
mimetiza o contato das células tumorais de mama com as moléculas soluveis e as
VEs secretadas pelo TA. Através deste modelo, demonstramos anteriormente que
tanto o MC quanto a fragdo de VEs liberados in vitro pelo TA de individuos obesos
aumentaram o potencial proliferativo das células tumorais de mama MCF-7 via
MAPK/ERK, e potencializaram as propriedades migratérias e invasivas das células
MDA-MB-231, via PI3K/Akt. Também detectamos que as VEs derivadas do TA
obeso séo enriquecidas em leptina e MMP-9, e ao estimularmos as células MDA-
MB-231 com estas VEs observamos uma potencializagdo da liberagcdo 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 migragao com as células
MCEF-7, utilizando o MC ou as VEs durante todo o tempo de migracéo, nés vimos
aumento da capacidade de migragdo 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 ndo foi capaz de induzir o aumentando de migracdo das
células MCF-7. Entretanto, essa condigao atual de ensaio mimetiza o que acontece
fisiologicamente, uma vez que o TA e seu secretoma estdo 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 migracao observado.

A partir de tais achados e dos resultados anteriores, nossos objetivos no
presente trabalho foram caracterizar o conteudo liberado pelo TA branco (MC e
VEs) dos pacientes, com o objetivo de identificar possiveis moléculas candidatas

que estariam sustentando tais efeitos celulares e, avaliar de que forma o conteudo
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liberado pelo TA levou as células a adquirirem um carater mais migratorio, como
por exemplo, na indugao da TEM.

Na obesidade, devido a disfuncédo dos adipdcitos, ocorre aumento dos niveis
de acidos graxos circulantes (BODEN, 2008), os quais tém sido correlacionados
com a progressao 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 acidos graxos saturados laurico, miristico,
estearico e principalmente o palmitico, o qual foi 0 mais abundante nas nossas
amostras. Essa disponibilidade de acidos graxos também pode estar relacionada
ao aumento de migragao que observamos nas células.

O palmitato € o acido graxo saturado mais comum encontrado no corpo
humano (CARTA et al., 2017), e o aumento da sua ingestao in vivo (FATIMA et al.,
2019), bem como adicionado a cultura de células tumorais (in vitro) (BINKER-
COSEN et al., 2017), esta associado a um pior prognostico do cancer. Em cultura
de células de cancer de pancreas, o acido palmitico induziu o aumento da
invasividade mediado pela via de sinalizagdo TLR4/ROS/NFkB/MMP-9 (BINKER-
COSEN et al., 2017). O palmitato também foi descrito por induzir a proliferagcao de
células de melanoma, in vitro, através da ativagdao 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 cancer triplo-negativas, como a MDA-
MB-231, promovendo a capacidade de iniciagdo tumoral (LIU et al., 2022). Um
outro estudo mostrou que VEs liberadas por adipdcitos podem carrear acidos
graxos e enzimas responsaveis pela oxidagdo dos acidos graxos, 0s quais sao
transferidos para diferentes linhagens celulares de melanoma, desencadeando
dessa forma o aumento da malignidade (CLEMENT et al., 2020).

Acidos graxos poliinsaturados também ja foram descritos por apresentarem
relagdo com a progressao tumoral. (AZRAD; TURGEON, 2013). Ja foi demonstrado
que o acido linoleico pode induzir a proliferacao e invasao em células de cancer de
mama (REYES et al., 2004; YONEZAWA et al., 2008). Foi também demonstrado
que o acido linoleico é capaz de induzir a TEM em células epiteliais mamarias da
linhagem celular MCF-10, além induzir a ativagdo da quinase de adesao focal
(FAK), o NFkB e a liberacdo de MMP-2 e MMP-9 (ESPINOSA-NEIRA et al., 2011).
Os acidos graxos também podem apresentar agao antitumoral, Perez e

colaboradores ja demonstraram que o acido gama-linolénico 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 dubio que os acidos graxos podem exercer.

O aumento de citocinas inflamatdrias liberadas pelo TA na obesidade é bem
descrito na literatura, bem como seu papel na progressao tumoral (QUAIL;
DANNENBERG, 2019). Embora considerados morfolégica e funcionalmente
diferentes, ja foi relatado que os depédsitos de TAS e TAV em individuos magros
secretam niveis similares de TNF-a (WALKER et al., 2007; ZHA et al., 2009), IL-6
(ANTUNES et al., 2006) e ndo mostraram diferencas na expressao de IL-1p3, IL-8,
TNF- a e MIP1-a (SAMARAS et al., 2010). Apesar de alguns trabalhos mostrarem a
similaridade de citocinas pro-inflamatérias entre os dois depdsitos, nossos
resultados demonstraram um perfil menos inflamatério do TAS. Comparando o TAS
de individuos obesos com o de individuos magros, nés observamos o aumento de
TGF-B1, que apresentou correlagao positiva com o IMC. Enquanto ao comparar os
explantes de TAV, observamos aumento de IL-6 e TGF-32 e 3 liberados pelo TAV
obeso, 0s quais ndo apresentaram relacdo com o IMC.

O aumento de TGF-B1 liberado pelo TA de pacientes obesos corrobora
dados da literatura (ALESSI et al., 2000; FAIN; TICHANSKY; MADAN, 2005);
concentragcbes séricas elevadas de TGF-f2 também foram encontradas em
camundongos obesos em comparagdo com camundongos magros (ZHANG et al.,
2021). Com relagao ao TGF-33, ndo ha dados na literatura relatando o aumento de
TGF-B2 e 3 durante a obesidade. Além disso, também detectamos a presenca de
TGF-B nas VEs do TAS e do TAV de individuos obesos; Camino e seu grupo
também observaram o aumento de TGF-B nas VEs liberadas pelo TAV obeso
(CAMINO et al., 2022).

E descrito na literatura que as trés isoformas do TGF-B sdo capazes de
induzir a TEM em diferentes tipos celulares (MIETTINEN et al., 1994; PIEK et al.,
1999; VALCOURT et al., 2005). A super-expressao de TGF-B2 foi descrita por estar
associada a TEM, a um pior progndstico do cancer gastrico (YANG et al., 2020) e
outros tipos de cancer (CUI et al., 2014; JIANG et al., 2020). O TGF- B também
pode colabora com outras vias de sinalizagdao, como a ERK, p38 MAPK, PI3K/AKT
e RHOIlike GTPases (DERYNCK; MUTHUSAMY; SAETEURN; 2014; LAMOUILLE;

DERYNCK, 2014). Walker e colaboradores demonstraram que a expressao de
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TGF-B3 em células tumorais de préstata foi capaz de aumentar a migracdo e a
invasividade de forma mais potente do que o TGF-B1, através da via da PI3K/Akt
(WALKER et al., 2013). A ativacdo 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-B 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 sao capazes de carrear TGF-B; Goulet e colaboradores demonstraram
que exossomos derivados de linhagens celulares de carcinoma de bexiga
apresentam um conteudo rico em TGF-B, capaz de induzir a diferenciacdo de
fibroblastos saudaveis em fibroblastos associados ao tumor (CAFs), por meio da
ativacao da via de sinalizagao do TGF-/SMAD (GOULET et al., 2018). Além disso,
estes autores demonstraram que a maior parte do TGF-B presente no
sobrenadante das células tumorais estava presente dentro dos exossomos. Ja foi
descrito também, que exossomos derivados de CAFs de ovario apresentam uma
super-expressao de TGFB-1, os quais podem ser capturados por células de cancer
de ovario, induzindo a TEM através da ativacado da via da SMAD (LI et al., 2017).

As isoformas do TGF-f também estdo envolvidas em outras funcbes
bioldgicas na vida adulta. O TGF-B2 pode ser liberado pelo TA de camundongos
em resposta a pratica de exercicios, melhorando a tolerancia a glucose e regulando
o metabolismo de acidos graxos (TAKAHASHI et al., 2019). Petrus e colaboradores
demonstraram, in vivo e in vitro, que o TGF-B3 esta envolvido na expansao
hiperplasica do TAS, mediada por efeitos nas células precursoras dos adipdcitos;
além disso, ja foi demonstrado que o ganho de peso em camundongos foi
acompanhado por um aumento de TGF-B3 no TAS, e que mesmo apds a perda de
peso esse aumento foi irreversivel, contribuindo para manter o numero de
adipécitos (PETRUS et al., 2018).

Para que as células adquiram um carater migratério € necessario que elas
diminuam a expressao das proteinas presentes nas jungdes celulares, diminuindo o
contato célula-célula e permitindo a migragdo (DONGRE; WEINBERG, 2019). A
perda de E-caderina é considerada um evento marcante da TEM, que inicia uma
série de eventos de sinalizagéo e reorganizagéo 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 diminuicdo de E-caderina nas células MCF-7 em comparagao ao
controle (sem estimulo). Apesar de ser uma proteina de jungédo celular, a claudina-
1 (CLDN1) é descrita por ter um papel pro e antitumoral (BHAT et al., 2020). Ja foi
demonstrado que a CLDN1 é expressa em varios tipos de canceres humanos
(DHAWAN et al., 2005, BLANCHARD et al., 2009, SUH et al., 2013). Em canceres
de mama, a expressao de CLDN1 foi significativamente associada ao subtipo basal
de cancer de mama (BLANCHARD et al., 2009). Outras evidéncias demonstraram
que a CLDN1 induz a TEM, aumentando a maliginidade no cancer de célon
(DHAWAN et al.,, 2005) e no de figado (SUH et al., 201). Entretanto, n&o
observamos diferenga na expressao de claudina-1 entre os grupos estudados.

Um dos mecanismos que pode estar regulando a diminuigdo da E-caderina
nas células MCF-7 estimuladas com as VEs do TA obeso pode ser a ativacdo da
via do TGF-B/SMAD, uma vez que ha o aumento de TGF- B tanto no MC quanto
nas VEs. Diversos mecanismos podem ter envolvimento com o aumento do TGF-
que observamos no MC e nas VEs liberadas pelo TA de individuos obesos, um
deles pode ser através do aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs). Jain
e colaboradores demonstraram que as EROs mitocondriais induziram TGF-3 em
fibroblastos de pulmdo humano (JAIN et al., 2013). Outros autores demonstraram
que o aumento na producdo de EROs induziu a ativagcado da MAPK e aumentou a
expressao de precursores do TGF- e a secregcao de TGF-B1 por queratindcitos
humanos normais, que por sua vez também levam a ativacdo de MAPK,
desencadeando a TEM nesses queratindcitos (FUKAWA et al., 2012). Um outro
fator que poderia estar aumentando os niveis de TGF- no TA de individuos
obesos é a MMP-9, uma vez que ja foi demonstrado que esta enzima é capaz de
ativar as 3 isoformas do TGF-B latente (YU; STAMENKOVIC, 2000).
Demonstramos anteriormente que as VEs secretadas pelo TA de individuos obesos
sao enriqguecidas em MMP-9, e que a estimulagédo das células MDA-MB-231 com
essas VEs também secretaram MMP-9 bioativa (RAMOS-ANDRADE et al., 2020).
As integrinas, que sao proteinas de adesdo presentes na membrana celular,
responsaveis por mediar comunicagao entre a matriz extracelular e o citoplasma,
também podem levar a ativagdo do TGF-B latente (WIPFF, HINZ, 2008). No caso
do cancer, onde, normalmente, ocorre o aumento da expressdo de integrinas nas
células tumorais (MOSCHOS, KIRKWOOD, et al., 2007), as mesmas poderiam
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exacerbar a acdo do TGF-B que esta sendo liberado em alta quantidade pelo TA
dos individuos obesos.

A via de sinalizacdo do TGF-B é muito bem descrita por induzir a expressao
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 diminuigdo de CDH1 nas células MCF-7, o gene
responsavel pela codificagdo da E-caderina, corroborando nosso dado de
diminuicdo da expressao proteica de E-caderina, além de aumentar a expressao de
Snail, responsavel por inibir a agcdo de CDH1. Embora o Slug seja um fator de
transcricdo que esta aumentando na transcricdo, atuando de forma conjunta ao
Snail e outros fatores para reprimir o estado epitelial, nés observamos a diminuicao
desse fator de transcricdo. Embora este dado contraste com os dados presentes na
literatura, a expressao diminuida de SLUG ja foi associada a uma sobrevida global
mais curta no cancer endometrial (SUPERNAT et al., 2013). Uma possibilidade é
que a diminuigdo de Slug possa ser uma tentativa de tentar reprimir a acdo 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 estimulos. Yang e colaboradores demonstraram que Snail
aumenta a capacidade da FAO através da diminuigcdo de malonil-CoA, que € um
inibidor endégeno da carnitina palmitoil transferase-1 (CPT1), permitindo dessa
forma uma maior oxidagdo de acidos graxos por células de cancer de mama
(YANG et al., 2020).

Embora o MC do TAV obeso tenha induzido a diminui¢gdo de E-caderina, ndo
observamos aumento na fosforilagdo de SMAD2 induzido pelo MC, entretanto
observamos um papel das VEs sobre a fosforilacdo de SMAD2. Vale ressaltar, que
a diminuicdo da E-caderina pode estar ocorrendo por algum outro mecanismo
independente da via do TGF-f3, talvez por um aumento de CD36 (uma translocase
de acidos graxos), possibilitando uma maior captagdo de acidos graxos. Dury e
colaboradores demonstraram que no cancer colorretal o aumento de CD36 regula
positivamente a expressdo de MMP28, que cliva e diminui a expressao de E-
caderina, em cancer colorretal (DRURY et al., 2022). Ja foi demonstrado também
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que o CD36 foi capaz de induzir a TEM de células de hepatocarcinoma através da
ativagcao das vias Wnt/B-catenina e TGF-/SMAD (NATH et al., 2015).

Apesar de ver diminuicdo de E-caderina, ndo observamos o aumento de
proteinas mesenquimais, talvez pela aquisicdio de fendtipos hibridos
epiteliais/mesenquimais (E/M), que podem ser mais parecidos com “células tronco”,
metastaticas e agressivas do que os estados epiteliais ou mesenquimais completos
(JOLLY et al., 2015; PASTUSHENKO et al., 2018). As células com esse fendtipo
hibridos muitas vezes sao mais correlacionadas a um pior prognéstico (CHEUNG,
EWALD, 2016; JIA et al., 2019). Os mecanismos que permitem que as células
cancerosas mantenham os fendtipos hibridos E/M ainda ndo sdo muito bem
esclarecidos, mas sabe-se que um conjunto de fatores conhecidos como ‘fatores de
estabilidade fenotipica' (PSFs) podem ajudar as células a manter esse fendtipo
hibrido E/M, evitando que células que ganharam plasticidade parcial sejam
submetidas a uma TEM completa, permitindo a migragdo celular coletiva.
(WATANABE et al., 2014; JOLLY et al.,, 2016 JOLLY, et al., 2017; JOLLY et al.,
2019).

Nés também observamos que as VEs liberadas pelo TAS e TAV de
individuos obesos apresentam alta expressao de vimentina em comparag¢ao com as
VEs liberadas pelo TAS de individuos magros. Rahman e colaboradores
demonstraram que exossomos oriundos de células tumorais de pulmao, ricos em
vimentina, induziram a TEM em células normais de brénquios, aumentando sua
proliferagdo, migracéo e invaséo, 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 a superficie de células tumorais de célon, mas nao as
células normais, ativando a via de sinalizagado da Wnt/B-catenina, e desencadeando
a TEM (SATELLI et al., 2016). A vimentina, assim como o TGF-§3, 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 inibicdo da
apoptose, aumento da proliferacdo, inducdo do remodelamento da matriz
extracelular, angiogénese e a TEM (MOSCHOS, KIRKWOOD, et al., 2007;
BIANCHI, GERVASI, MEGAN, 2010).

Ao comparar a carga proteica presente nas VEs secretadas pelo TAS de
individuos magros e o TAV de individuos obesos através de analise protebmica.

Observamos que algumas proteinas que apresentaram conteldo aumentado nas
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VEs liberadas pelo TAV de individuos obesos apresentam relacdo com a
progressao tumoral, como por exemplo proteinas da familia S100A, uma
superfamilia de proteinas ligantes de calcio S100. Sabe-se que possuem
envolvimento em diversas doengas inflamatorias e, no cancer, estando implicadas
em fungbes celulares como angiogénese, diferenciagdo, celular, apoptose,
motilidade, invasdo e na TEM (LO et al., 2011; KLINGELHOFER; GRIGORIAN,
2019); além de estarem associada a um pior prognéstico do cancer de mama
(ISMAIL et al., 2016). Com relagao a proteina S100A4, por exemplo, a mesma pode
ser induzida pelo TGF-3, desencadeando a TEM em células tumorais gastricas (LI
et al., 2018). O TNF-a é outra adipocina altamente secretada pelo TA que também
pode induzir a expressdo de S100A4, contribuindo para a TEM e progressao do
colangiocarcinoma (TECHASEN et al., 2014). A proteina S100 também ja foi
demonstrada estar superexpressa em amostras tumorais de pacientes com cancer
colorretal e apresentar correlagdo com a progressao do cancer (WANG et al.,
2008); bem como a progressao do cancer colorretal através da ativagao da via do
TGF-B/SMAD (NIU et al., 2016).

Outra familia de proteinas presentes nas VEs do TA obeso € a anexina
(ANXA), tais proteinas se ligam a membrana foslipidica e sdo dependentes de
calcio (LAOHAVISIT et al., 2011). Detectamos a presenga de ANXA1, ANXA5 e
ANXAG, que também sao descritas por apresentarem relagdo 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 proteinas relacionadas a
progressao tumoral nas VEs do TA obeso, essas proteinas também podem interagir
entre si, como por exemplo, as proteinas anexina 1 e caldesmon; ja foi
demonstrado que a interagao entre essas proteinas esta associada a resisténcia ao
tamoxifeno em pacientes com cancer de mama (DE MARCHI et al.,, 2016). A
interacdo de proteinas relacionadas a progressdo tumoral podem potencializar
ainda mais a malignidade do céncer. As VEs liberadas pelo TA de individuos
obesos, além de apresentarem aumento de proteinas relacionadas ao
estabelecimento da TEM, e consequentemente da progressao tumoral,
apresentaram também a diminuicido proteinas que podem atuar como supressoras
tumorais. A lactotransferrina, por exemplo, foi relatada por exercer efeito
antitumoral pela inibicdo da angiogénese em um modelo de cancer de célon (HUI-
YING et al., 2017), e também como supressora no carcinoma de nasofaringe,
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através da inibicdo de AKT por multiplos mecanismos (DENG et al., 2013). A
apoliproteina A1, principal componente da lipoproteina de alta densidade (HDL),
tem acdo cardioprotetora e efeito anti-tumorigénico (ZAMANIAN-DARYOUSH et al.,
2013). Peng e colaboradores demonstraram que um peptideo mimético da
apoliproteina A1 exibiu um efeito terapéutico eficaz sobre a progressao do cancer
de pancreas, pela inibicdo macréfagos associados ao tumor, diminuindo a
inflamagéo (PENG et al., 2017).

A comunicacao célula-célula é vital durante o desenvolvimento em uma
multiplicidade de fatores fisioldgicos e processos patologicos (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 tém
demonstrado o papel primordial das VEs no cancer, as quais sao capazes de
transferir proteinas oncogénicas e acidos nucleicos que modulam as células-alvo e
desempenham papéis decisivos na tumorigénese, TEM, proliferagdo, migragao,
resisténcia as drogas e metastase (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 adipdcitos (diferenciados a partir de pré-
adipdcitos 3T3-L1) aumentaram a proliferagcdo, migragéo e invasao de células de
cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231, através da inducdo de caracteristicas
atreladas a TEM e também caracteristicas de células-tronco, mediadas pelo fator
de transcrigdo HIF-1a (LA CAMERA et al., 2021). Uma vez que as VEs podem
participar de cada etapa do desenvolvimento do cancer, elas sdo um importante
alvo de estudo.

Recentemente, foi demonstrado que o TA é a principal fonte de miRNAs
presentes em exossomos, OS quais regulam a expressao génica em O&rgaos
distantes especificos, como no figado, mediando um novo meio de comunicagao
intercelular por VEs, semelhantes aos mecanismos mediados por adipocinas
(THOMOU et al., 2017). Sendo assim, € importante determinar se a expresséo de
moléculas especificas na superficie dos exossomos derivados do TA poderiam
estar envolvidos nesse tropismo organotropico. Por exemplo, foi descrito que
exossomos derivados de diferentes modelos de cancer em camundongos
conduziram metastases especificas de 6rgaos durante a formacao de nichos pré-
metastaticos (HOSHINO et al., 2015). Da mesma forma, foi demonstrado que

adipdcitos do TAV secretam exossomos com miRNAs especificos envolvidos na
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regulacédo das vias do TGF- e da Wnt/b-catenina (FERRANTE et al., 2015). Os
miRNAs presentes nas VEs também podem estar envolvidos na progresséo do
cancer mediada pela obesidade, uma vez que ja foi demonstrado que o TA é uma
das principais fontes de liberagdo de miRNA presentes em exossomos (THOMOU
et al., 2017); além disso, ja foi demonstrado que na obesidade ocorre uma
mudanga no perfil dos miRNAs circulantes e na sua secrecdo pelo TA, em
comparacao a individuos magros (HENEGHAN et al, 2011). Além disso ja é bem
estabelecida a participagdo de miRNA em diferentes tipos de cancer (REDDY et al.,
2015).

Neste estudo demonstramos que as VEs liberadas pelo TA de individuos
obesos apresentam proteinas com agao pro-tumoral, como o TGF-B, vimentina,
S100. Além disso, tais VEs aumentaram a migracao das células MCF-7, diminuiram
a expressao génica de CDH1 e consequentemente de E-caderina, e aumentaram a
expressdo de Snail, fatores que estdo relacionadas a TEM e aumento da
malignidade. Em conjunto, nossos dados demonstraram um papel primordial das
VEs liberadas pelo TA, na obesidade, na modulagao de células tumorais de mama.
Com a caracterizagao do secretoma do TA de individuos obesos fomos capazes de
selecionar possiveis moléculas envolvidas na TEM dessas células tumorais de
mama. No entanto, ainda se faz necessario compreender melhor os papéis
multifacetados das VEs e seu efeito na modulacdo do microambiente tumoral,
inducao da TEM e progressao do tumor, a fim de possibilitar o desenvolvimento de

novas abordagens terapéuticas para tratamentos efetivos contra o cancer.
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CONCLUSOES

Em concluséo, observamos que o TAV obeso libera uma maior quantidade
de acidos graxos, principalmente o palmitato, comparagdo ao TAS magro. Além
disso, o TAV obeso apresentou liberagdo de maiores niveis de IL-6, TGFB-2 e 3,
comparado ao TAV magro, enquanto o TAS obeso apresentou maiores niveis de
TGFB-1, em comparacao ao TAS magro, positivamente correlacionado ao IMC.

Demonstramos que as VEs do TA obeso apresentam proteinas relacionadas
a progressao tumoral, como o TGFB-1, proteinas da familia S100 e anexina, as
quais foram capazes de induzir a diminuicdo de E-caderina, CDH1, Slug, e o
aumento de Snail, nas células MCF-7, além induzirem a ativacado da via do TGF-
B/SMAD e o aumento da migracéo. 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 condigdo de
obesidade, secreta diversos fatores pro-tumorais, em especial por meio das VEs,
as quais parecem serem capazes de induzir a TEM nas células tumorais de mama
nao-invasivas (MCF-7), através da diminuicao de E-caderina, levando ao aumento

da migracao dessas células, e consequentemente, a sua malignidade.
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HOSPITAL FEDERAL DE C nlmpomp
IPANEMA %‘

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Interagio das moléculas secretadas pelo tecido adiposo com células do sistemna imune,

linhagens celulares primarias e imortalizadas
Pesquisador: Thereza Christina Barja Fidalgo
Area Tematica:
Versao: 2
CAAE: D37E9618.3.0000.5845
Instituigiao Proponente: Hospital Universitario Pedro Emesto

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 3.125.901

Apresentagio do Projeto:
A estrutura do trabalho esta adeguada.

Objetivo da Pesquisa:
O Objetive geral foi elaborado & esta claro para o leitor.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

s riscos e beneficios ficaram claros

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

As u:::::-nEiderai_;:EEE relatadas no parecer anternor foram atendidas e esclarecidas.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagiao cbrigatoria:
Folha de rosio - o pesquisador seguiu as nl'ientag::':ee, do dulimo parecer.

TCLE - o pesquisador seguiu as nl'ient.:ig-:':-ee, do Gitimo parecer.

Recomendagoes:

Sem recomendagdes
Conclusges ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Sem pendéncias

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Enderego. RUA ANTOMNIO PARREIRASZ, B7

Balmmo: PANEMA CEP: 22.411-020
UF: R Municiplo:  RIQ DE JANEIRC
TalafonaZ (214)13111-2311 E-mall: cealparemaiigmall.com
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Argquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 26/01/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1264008 pdf 12:53:03
Folha de Rosto FolhaDeRosto. pdf 280 1/2019 |Manana Renovato Aceito

12:52:32 Martins
Crutros Anuencia. pdf 280 1/2019 |Mariana Renowvato Aceito
125218 Martins
TCLE ! Termos de TCLE pdf 2860 1/2018 |Mariana Renovato Aceito
Azsentimento | 12:51:47 Mlartins
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado /| Projeto_ pdf 2601/2018 | Mariana Renowvato Aceito
Brochura 12:51:35 Martins
Investigador

Situagio do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagac da COMEP:

Mao

Baimme: IPANEMA
UF: Rd Mun

[Coordenador{a))
Enderego: RUA ANTOMIO PARREIRAS, E7
CEP: 22 411-030
lciplo: RO DE JANEIRG
E-mall:

RIO DE JAMEIRO, 30 de Janeiro de 20189

Assinado por:
Maria Alice Sousa de Araujo

Telafona: (21)3111-2311

cead. |panemaghgmall.com
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Condat? : UNIVERSIDADE DO ESTADO

FPARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

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

Pesquisador: Thereza Christina Barja Fidalgo

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

Verszdo: 2
CAAE: 36880914.0.0000.5255
Instituigio Proponente: Hospital Universitaric Pedro Ermesto

Patrocinador Principal: FUM CARLOS CHAGAS F. DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADC DO RIO DE
JAMNEIRD - FAPERY
MINISTERIO DA CIENCIA, TECHNOLOGIA E INOVACAD
MINISTERIO DA EDUCACAD

DADOS DO PARECER

Hamero do Parecer: 923.929
Data da Relatoria: 16/M2/2014

Apresentagio do Projeto:
Documentagdo dentro das boas praticas em pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivos em concorddncia com o projeto

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

exames coletados durante o procedimento cirurgico. paciente ja com acesso venoso, portanto sem riscos
extras.

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:

Todos os documentos de apresentago obrigatdria foram enviados a este Comité, estando dentro das boas

praticas e apresentando todas dados necessarios para apreciag&o etica. Foram avaliadas as informagdes
contidas na Plataforma Brasil e as mesmas se encontram dentro das normas

Enderego:  Avenida 23 de Sstembro 77 - Témeo

Bairro:  \ila Isabel CEP: 20.551-D30
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRD
Telefone: [21)2368-8253 Fax: (21)2264-0B53 E-mail: cep-hupa@uerbr
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Confnuagdo do Panecer 923.929

virgentes e sem rigcos eminentes ao participante de pesquisa envolvido.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
as modificagtes foram atendidas.

Recomendagdes:

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

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

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Diante do exposto e a luz da Resolugdo CNS n®466/2012, o projeto pode ser enguadrado na categoria —
APROVADO

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Méo

Consideragies Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislago vigente, o CEP recomenda ao Pesquisador: 1. Comunicar toda e gualguer
alteragdo do projeto e terme de consentimento livre e esclarecido. Nestas circunstancias a incluséo de
pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apds andlise das mudangas
propostas. 2. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por
5 anos para possivel auditoria dos drgfes competentes. 3. O Comité de Etica solicita a V. 5., que
encaminhe relatorios parciais & anuais referentes ao andamento da pesquisa ao términe da pesguisa

encaminhe a esta comissdo um sumdrio dos resultados do projeto.

Enderego:  Avenida 23 de Setembro 77 - Temeo

Bairro: Vila lsabs! CEP: 20.551-030
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRD
Telefone: [21)2388-8253 Fax: (212284-0853 E-mail: cep-hupefuerqbr

Pagina 2 de 13

123



g 2" I _% HOSPITAL UNIVERSITARIO
% vEma H : PEDRO ERNESTO/ § awﬂm’ -
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Titags .

Coninuagdo o Parecer 923.929

RIC DE JANEIRO, 19 de Dezembro de 2014

Asgsinado por:
WILLE OIGMAN
(Coordenador)

124



