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RESUMO

ALMEIDA, Palloma Porto. Influéncia das vesiculas extracelulares liberadas por
células tumorais de mama na modulag¢ao fenotipica e funcional de monécitos
humanos. 2025. 107 f. Tese (Doutorado em Biociéncias) — Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2025.

O cancer de mama é o tipo mais comum entre as mulheres. O subtipo triplo
negativo, apesar de ser o subtipo menos comum, é conhecido por apresentar alta
agressividade, diagnostico desfavoravel e falta de tratamentos especificos. O
microambiente tumoral (TME) é de grande importancia para o suporte e progressao
do cancer. Dentre as células presentes nesse TME, pode-se citar os mondcitos,
células com alta plasticidade e capacidade de se diferenciarem em macrofagos
associados ao tumor (TAMs). Células tumorais possuem a capacidade de secretar
vesiculas extracelulares (VEs), sendo estas de extrema importdncia para a
comunicagdo entre mondcitos e ceélulas tumorais. Neste estudo, objetiva-se
caracterizar as alteragdes fenotipicas e funcionais de mondcitos humanos apoés
estimulo com VEs derivadas de células MDA-MB-231, uma linhagem celular do
subtipo triplo negativo de cancer de mama. Os resultados demonstraram que a
exposi¢cdo dos monocitos humanos as VEs induziu alteragdes fenotipicas marcantes.
Observou-se uma expansédo significativa de mondcitos classicos CD14**CD167,
acompanhada pela reducdo das populagdes intermediaria (CD14*CD16%) e né&o
classica (CD14"°CD16"). A expressao de CX3CR1 foi aumentada em todas as
subpopulagdes, de maneira dependente da sinalizagcado via TLR4, uma vez que sua
inibicdo aboliu esse efeito. A estimulacdo com MDA-VEs também promoveu a
migragéo e invasao dos mondcitos e aumento da expressdo de MMP-9. Foi possivel
observar aumento da expressao de CD206 e Arginase-1 e redugao da ativagédo do
fator de transcricdo NF-kB, sem alteragcdao na producao de oxido nitrico. Além disso,
foi observada uma diminuicdo na produgdo de espécies reativas de oxigénio,
sugerindo um perfil funcional compativel com programacéao para ativagao M2-like. O
tratamento térmico das VEs para inativacdo das proteinas presentes nestas e
posterior estimulo de mondcitos com as mesmas reproduziu efeitos similares aos
vistos com a VEs intactas, indicando uma participacao de componentes lipidicos nos
efeitos fenotipicos causados pelas VEs. Nossos dados sugerem que a reprogramagao
fenotipica de mondcitos pelas MDA-VEs ocorre de forma dependente da sinalizacao
via TLR4, e indicam que um forte componente lipidico também esta envolvido nesse
processo.

Palavras-chave: mondcitos; vesiculas extracelulares; imunofenotipagem; cancer de

mama.



ABSTRACT

ALMEIDA, Palloma Porto. Influence of Extracellular Vesicles Released by Breast
Tumor Cells on the Phenotypic and Functional Modulation of Human Monocytes.
2025. 107 f. Tese (Doutorado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2025.

Breast cancer is the most common type among women. Although triple-negative
breast cancer (TNBC) is the least common subtype, it is known for its high
aggressiveness, poor prognosis, and lack of targeted therapies. The tumor
microenvironment (TME) plays a crucial role in supporting and promoting cancer
progression. Among the cells present in the TME, monocytes stand out due to their
high plasticity and ability to differentiate into tumor-associated macrophages (TAMs).
Tumor cells can secrete extracellular vesicles (EVs), which are critical mediators of
communication between tumor cells and monocytes. This study aimed to characterize
the phenotypic and functional alterations in human monocytes after stimulation with
EVs derived from MDA-MB-231 cells, a triple-negative breast cancer cell line. The
results showed that exposure to EVs induced marked phenotypic changes in
monocytes, with significant expansion of classical CD14**CD16"~ cells, and reduction
of intermediate (CD14*CD16*) and non-classical (CD14*"CD16") subsets. CX3CR1
expression was increased in all subsets in a TLR4-dependent manner, as its inhibition
abolished this effect. EVs also promoted monocyte migration and invasion, and
increased MMP-9 expression. Upregulation of CD206 and Arginase-1, and reduced
activation of the transcription factor NF-kB, were observed without changes in nitric
oxide production. In addition, a decrease in reactive oxygen species (ROS) production
was detected, suggesting a functional shift toward M2-like activation. Heat-inactivation
of EV proteins reproduced similar effects, indicating a possible role of lipid components
in driving these phenotypic changes. Our data suggest that the phenotypic
reprogramming of monocytes by MDA-EVs occurs in a TLR4-dependent manner and
indicate that a strong lipid component is also involved in this process.

Keywords: monocytes; extracellular vesicles; immunophenotyping; breast cancer.
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INTRODUGAO

Cancer

O termo "cancer" vem do grego "karkinos" e refere-se a uma ampla variedade
de mais de 100 tipos diferentes de doengas malignas que podem afetar diferentes
partes do corpo. O céncer € uma patologia conhecida ha muito tempo, tendo sido
observada em dinossauros, como o Edmontosaurus, ha milhées de anos (DAVID;
ZIMMERMAN, 2010). Em humanos, ja foram encontradas evidéncias de canceres em
mumias, como o caso de uma jovem com osteossarcoma no antebrago, descoberto
no sitio arqueologico de Chiribaya, no Peru (SIDDHARTHA MUKHERJEE, 2012).
Com a implementacao do sistema de saude e o desenvolvimento de antibidticos e
vacinas, houve aumento da expectativa de vida e, com melhores formas de
diagnosticar o cancer, o numero de casos da doenga cresceu exponencialmente nas
ultimas décadas (SUNG et al., 2021).

As neoplasias, incluindo as malignas, que correspondem ao cancer, sao a
terceira maior causa de morte no mundo. Ele é caracterizado pelo crescimento
descontrolado das células, que escapam dos sistemas de controle celular internos e
externos podendo ou n&o invadir tecidos adjacentes, alcangando outros locais do
corpo. Este processo € conhecido como metastase (FIDLER, 2003; INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER, 2020). Inicialmente, Hanahan e Weinberg (2000) listaram,
no que eles chamaram de hallmarks do cancer, seis caracteristicas compartilhadas
pela maioria dos canceres, que definem as capacidades biolégicas adquiridas pelo
tumor durante seu processo de desenvolvimento e transformacdo maligna. Estas
foram: sustentacdo da sinalizagao proliferativa, insensibilidade a sinais anti-
crescimento, resisténcia a morte celular, potencial replicativo ilimitado, inducao da
angiogénese, e ativacdo da invasao de tecidos e metastase (HANAHAN; WEINBERG,
2000). Com o avango da compreensao do cancer, em 2011 esses autores revisitaram
os hallmarks, concluindo que a complexidade biolégica do cancer nao pode ser
resumida a apenas seis caracteristicas relacionadas ao seu desenvolvimento. Novas
marcas foram identificadas na progressao tumoral, como inflamagéo, instabilidade
genbmica e mutagdes, escape do sistema imunologico e desbalango energético
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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Mais recentemente, Hanahan ampliou e atualizou os dez hallmarks do cancer
que ele havia descrito originalmente com Robert Weinberg em 2000 e 2011. Em sua
publicacdo de 2022, Hanahan incluiu quatro novos hallmarks, sendo eles
caracteristicas capacitadoras como: desbloqueio da plasticidade fenotipica,
reprogramacao epigenética ndo mutacional, microbiomas polimorficos (associados ao
tumor) e células senescentes (metabolicamente ativas, mas sem capacidade de
divisdo celular) (HANAHAN, 2022) (Figura 1).

Figura 1 — Hallmarks do cancer
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Legenda: Os hallmarks do cancer sdo considerados as principais caracteristicas ou propriedades das células
tumorais que permitem o seu crescimento, sobrevivéncia, invasao e disseminagao para outras partes
do corpo. Estes hallmarks do cancer sao inter-relacionados e permitem que as células tumorais
evoluam e desenvolvam propriedades malignas, que sdo fundamentais para o seu crescimento e
propagacdo. Em 2011, Hanahan e Weinberg descreveram os hallmarks do cancer (a esquerda), que
foram atualizadas por Hanahan em 2022 (a direita).

Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg (2011) e Hanahan (2022).

O céancer é uma doenga genética e epigenética, com participacdo de dois
grandes componentes principais para o seu desenvolvimento, os proto-oncogenes e
os genes supressores tumorais (LEE; MULLER, 2010). Mutagbes somaticas causadas
por um carcindgeno ou mutagdes espontaneas levam a ativagao de proto-oncogenes
em oncogenes, como K-ras, e resultam em uma superativagao de vias de sinalizagao
relacionadas a proliferacdo, desenvolvimento e migracdo celular (KARNOUB;
WEINBERG, 2008; OGISHIMA et al., 2018). Além disso, a inativagdo de genes
supressores de tumor, como TP53 e RB1, codificadoras das proteinas p53 e pRb
(ouRb), respectivamente, impede a inibicdo de vias de sinalizagdo que resultam em

alteracdes no ciclo celular e podem levar ao desenvolvimento de tumores (TSCHOP;
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DYSON, 2011; VOGELSTEIN; LANE; LEVINE, 2000). O gene TP53, alterado em mais
de 50% dos tumores, é essencial na regulacao do ciclo celular frente a danos no DNA,
atuando nos checkpoints que asseguram a integridade gendmica e a preparagéo
adequada para a mitose (VOGELSTEIN; LANE; LEVINE, 2000). Além disso,
sinalizagdes inadequadas de receptores de fatores de crescimento ou mutacdes em
genes-chave do ciclo celular, como as quinases dependentes de ciclinas, associadas
a perda de genes supressores tumorais, podem levar a carcinogénese (LUKASIK;
ZALUSKI; GUTOWSKA, 2021).

A instabilidade genética € um dos principais hallmarks do cancer, pois permite
que a célula adquira outras caracteristicas malignas, como replicagao ilimitada,
resisténcia a morte, invaséo e evasao imune. Essa instabilidade pode ser induzida por
agentes externos, como carcindgenos e radiagéo, ou internos, como espécies reativas
de oxigénio liberadas por células imunes em contextos de inflamagao cronica —
condigao frequentemente sustentada pelo microambiente tumoral (TME) (GIRALDO
et al., 2019). Recentes estudos tém revelado a importancia do microambiente para o
crescimento e a progressao tumoral (WU; DAI, 2017; ARNETH, 2019) . A organizagéo
e comportamento do TME pode ser influenciado por uma série de fatores, incluindo a
presenca de células imunes, angiogénese, liberagao de fatores de crescimento celular
e fatores inflamatérios (FARC; CRISTEA, 2020). Além disso, as interagdes entre as
células tumorais e as células do microambiente podem levar a uma série de
adaptagdes e mudangas no tumor que favorecem a sua progressao e resisténcia a
terapias (Nl et al., 2021).

O TME do cancer de mama € um sistema dindmico que influencia o crescimento
do tumor, sua capacidade de se espalhar e a resposta aos tratamentos. As células do
sistema imune, fibroblastos, células endoteliais e moléculas sinalizadoras que
interagem de forma constante possuem um importante papel na modulagdo do
desenvolvimento tumoral. As células imunes tém um papel central e ambiguo,
podendo tanto combater o tumor quanto favorecer sua progressdo. Entre elas,
destacam-se linfocitos T e B, macréfagos, neutrdfilos e células dendriticas. Os
macrofagos associados ao tumor, por exemplo, podem assumir um perfil M1, com
efeito antitumoral, ou M2, que promove imunossupressao, angiogénese e metastase.
De modo semelhante, neutrofilos podem ser classificados como antitumorais (N1) ou
protumorais (N2). Os linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) também s&o determinantes:

células T CD8+ estdo associadas a melhores desfechos por sua acéo citotoxica,
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enquanto Tregs reduzem a resposta imune, favorecendo o tumor. Células B

costumam ser vistas como um sinal positivo, ja as células dendriticas, essenciais para

ativar respostas imunes, tém sua fungao frequentemente inibida no TME. Além disso,

os tumores exploram mecanismos de checkpoint imune, como o eixo PD-1/PD-L1,

para exaurir linfocitos T e escapar da resposta do organismo (LI; TSANG; TSE, 2021;

MOURA et al., 2025). Assim, o equilibrio e a interagdo entre esses diferentes tipos

celulares no TME s&o determinantes para a evolugcdo da doenca e explicam por que

esse ambiente se tornou um alvo estratégico das imunoterapias. (Figura 2).

Figura 2 — O microambiente tumoral

Legenda: O TME compreende uma rede complexa de componentes celulares e nao celulares que

Fonte:

interagem entre si dando suporte para o desenvolvimento e progressao para o tumor. No TME
é possivel observar macrofagos, células T regulatérias e de memoéria, células
polimorfonucleares e mondcitos, além de células NK e células T semelhantes & NK (NK-like
T cells), células B e células T helper. Além de células imunes, & possivel observar
progenitores mesenquimais, pericitos e células endoteliais. Componentes como matriz
extracelular e vesiculas extracelulares também estdo presentes no TME. Células e
componentes nao-celulares atuam juntos para formar um TME propicio para o
desenvolvimento do tumor, influenciando sua proliferagdo, sobrevivéncia, invasao,
angiogénese e imunossupressdo. Na imagem: projecao t-SNE do atlas completo de pulmao
normal, tumor primario de pulmé&o e adenocarcinoma metastatico de pulmé&o, colorido por tipo
celular. Linhas vermelhas tracejadas destacam a presenca de macréfagos e mondcitos.
Adaptado de Laughney et al., 2020.

Estudos demonstraram que a comunicagao das células tumorais e as demais
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presentes no TME € um processo mutuo e complexo e pode incluir contato direto entre
células, contato das células com a matriz extracelular e comunicacgao celular mediada
por vesiculas extracelulares (VEs). Essas VEs carregam informagdes genéticas do
tumor primario para locais distantes, onde podem ser captados por outras células
tumorais, células imunes ou células normais. Essa troca que ocorre entre o local
primario e sitios distantes pode levar a disseminagao do cancer e ao desenvolvimento
de resisténcia a medicamentos, tornando-se uma area critica de pesquisa na luta
contra o cancer (BAGHBAN et al., 2020; BALKWILL; CAPASSO; HAGEMANN, 2012).

Cancer de mama

Abaixo do cancer de pele ndo-melanoma, o cancer de mama feminino é o
segundo céncer de maior incidéncia em todas as regidées do Brasil. O numero de
novos casos estimado pelo Instituto Nacional de Cancer para o triénio de 2023-2025
€ de 73.610 casos, correspondendo a um risco estimado de 66,54 casos novos a cada

100 mil mulheres (Figura 3).

Figura 3 - Estimativa de casos de cancer para o triénio de 2023-2025 por género.

Prostata 7730 30.0% Homens Mulheres | Mama feminina 73.610 30.1% |
Colon & reto 2.970 9.2% Colon & reto 23,660 9.7%
Traguesa, branquio e puimao 18.020 15% Colo do utero 17.010 7,0%
Estomago 13.340 5,6% Tragueia, bronguio & pumdo  14.540 6.0%
Cavidade oral 10.900 4,6% Gidndula tireoide 14.160 5,8%
Esdfago §.200 4% Estomago 8140 3.5%
Bexga 1.870 3,3% Corpo do Gtero 7840 3.2%
Laringe 6.570 27% Ovério 7.310 3.0%
Linfoma néo Hodgkin 6.420 2,7% Pincreas 5690 2,3%
Figado 6.330 27% Linfoma nao Hodglkin 5.620 2.3%

*Numeros arredondados para multiplos de 10.

Legenda: Distribuigdo proporcional dos dez canceres mais comuns, excluindo o cancer de pele nao-
melanoma. Destaque em vermelho o cancer de mama feminino, ocupando o primeiro lugar
entre as mulheres.

Fonte: Adaptado Instituto Nacional do Cancer, 2023.

O cancer de mama é uma doencga heterogénea que pode surgir em qualquer
lugar da mama. A mama € composta por l6bulos (responsaveis pela produgéo de leite)
e ductos (responsaveis pelo transporte do leite até o mamilo), e um arcabouco



23

denominado estroma, composto majoritariamente por células adiposas (Figura 4). O
cancer de mama pode surgir nas células epiteliais da mama, denominando-se
carcinoma, ou nas células glandulares, denominando-se adenocarcinoma. Os tipos de
cancer de mama mais frequentes sdo o carcinoma ductal in situ (DCIS) e o carcinoma
lobular in situ (LCIS). Além destes, ha outros tipos menos comuns de cancer de mama,
como carcinoma papilifero, carcinoma medular, carcinoma mucinoso e carcinoma
metaplasico, entre outros (FERLAY et al., 2019). Cada tipo de cancer de mama
apresenta caracteristicas diferentes de evolugdo e tratamento. E importante destacar
que o cancer de mama é uma doenca que pode afetar homens e mulheres, mas a
incidéncia é significativamente mais alta nas mulheres. A detec¢do precoce e o
tratamento adequado sé&o fundamentais para aumentar as chances de cura e melhorar
a qualidade de vida dos pacientes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2024).

Figura 4 — Estrutura da mama

Parede toracica

Midsculo

Estroma

Legenda: A mama é composta por glandulas mamarias, tecido adiposo, musculos, vasos sanguineos,
nervos e ductos mamarios. As glandulas mamarias sao responsaveis por produzir e
armazenar o leite materno. Os ductos mamarios conduzem o leite das glandulas para o
mamilo. O tecido adiposo fornece suporte e protecdo para as glandulas mamarias e os
musculos, nervos e vasos sanguineos fornecem suporte e nutrigdo.

Fonte: Adaptado de AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020.

A heterogeneidade intertumoral (diferengas do tumor entre pacientes) e a
heterogeneidade intratumoral (dentro do mesmo tumor) sdo resultantes de diferengas
nas caracteristicas intrinsecas das células tumorais, incluindo o perfil genético,

habilidade de migragéo e invasédo, taxa de proliferagdo, presenga de células-tronco
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tumorais e plasticidade celular (LUOND; TIEDE; CHRISTOFORI, 2021). Estudos
sobre a heterogeneidade intratumoral indicam que subtipos moleculares podem
coexistir em um mesmo tumor. Os subtipos moleculares de cancer de mama sao bem
definidos ao longo da literatura, com base na expressdo dos receptores de
estrégenos, progesterona e amplificagcdo de HER2, sendo a terapia antiestrogénica
um dos primeiros exemplo de medicina de precisdo no tratamento de tumores da
mama (ABE et al., 1998).

Considerando os subtipos previamente apresentados, o cancer de mama pode
ser molecularmente classificado em: luminal A e luminal B, ambos positivos para os
receptores de estrogeno e progesterona; e triplo negativo, que engloba subtipos como
basal-like (BL) 1, BL2, mesenquimal (M) e aqueles com expressdo dos receptores
luminais de andrégeno (LAR). Ha também o subtipo HER2+, caracterizado pelo
enriquecimento em receptores HER2; Por fim, o grupo triplo negativo, que pode ser
subdividido nas categorias normal e basal, sendo que este ultimo engloba tumores
com base na expressdo de claudinas, grupo ao qual as células MDA-MB-231
pertencem. Por fim, (Figura 5) (EUROPEAN COLLECTION OF AUTHENTICATED
CELL CULTURES (ECACC), [s.d.]; HOLLIDAY; SPEIRS, 2011; TURNER et al., 2021).

Figura 5 — Os subtipos moleculares de cancer de mama.
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Legenda: Basal Like 1 (BL1), Basal Like 2 (BL2), Mesenquimal (M), Receptores Luminais de
Androgenos (LAR) e Cancer de Mama Triplo Negativo (TBNC). Estes subtipos sao
classificados com base nas caracteristicas bioldégicas e moleculares das células tumorais.
Cada subtipo tem suas préprias caracteristicas Unicas e respostas ao tratamento, o que é
importante para o planejamento do tratamento e o progndstico do paciente.

Fonte: Adaptado de TURNER et al., 2021.

Devido a complexidade do cancer de mama, € essencial considerar os
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mediadores da comunicagao entre as células tumorais e seu TME. Embora as
alteragcdes genéticas e epigenéticas desempenhem papel fundamental no
desenvolvimento da doeng¢a, mudangas fisico-espaciais no microambiente também
sao determinantes nesse processo. O acumulo desses eventos resulta na proliferagao
descontrolada das células, na desorganizagado da membrana basal e na perda da
polaridade celular, podendo levar a ruptura da estrutura ductal mamaria e a
capacidade invasiva aumentada das células tumorais (HARBECK et al., 2019).
Estudos indicam que o cancer de mama € uma condi¢gdo caracterizada por um
ecossistema complexo, fortemente influenciado pelas células que compdem seu
microambiente (BARCELLOS-HOFF; LYDEN; WANG, 2013; QUAIL; JOYCE, 2013).
Nesse contexto, € importante destacar que as células da mama sao circundadas por
uma matriz extracelular (MEC) e por diversos tipos de células do estroma, incluindo
fibroblastos, células endoteliais, células imunoldgicas e adipécitos, que oferecem
suporte para o desenvolvimento tumoral (HARBECK et al., 2019).

A comunicagdo entre as células tumorais e os componentes do TME é
fundamental para a sustentagdo da progressao tumoral, uma vez que é por meio
desse crosstalk que células imunes e estromais passam a adotar perfis de ativagao
pro-tumorais. Nesse contexto, destaca-se que as VEs derivadas de tumores atuam na
inducao de respostas celulares que sustentam a progresséo do cancer. A liberagao e
captacao de VEs associadas ao tumor promovem um TME permissivo, capaz de
sustentar o crescimento tumoral, estabelecer nova vascularizagao, remodelar a matriz
extracelular e viabilizar a invasao e migragcdo (HARBECK et al., 2019). Além disso,
essas VEs modulam funcionalmente as células presentes no TME, como fibroblastos,
células endoteliais e células imunes, em destaque macrofagos, favorecendo a
ativagao de perfis celulares que contribuem para a progresséo do cancer de mama.
(Figura 6) (HANNAFON; DING, 2013; RUIVO et al., 2017). Dessa forma, as VEs
desempenham papel essencial como mediadoras da comunicacdo intercelular,

modulando respostas e influenciando o comportamento celular em diversos contextos.



26

Figura 6 — Microambiente do cancer de mama
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Legenda: As vesiculas extracelulares liberadas por células tumorais mamarias desempenham um
papel-chave na comunicagdo com o microambiente tumoral, composto por diversos tipos
celulares, como fibroblastos, adipécitos, células endoteliais e imunes. Ao transferirem
moléculas como microRNAs e RNAs ndo codificadores, essas VEs reprogramam as células
do TME, favorecendo a proliferagcdo, a invasdo, alteragcbes metabdlicas e a
imunossupressao, contribuindo para a progressao tumoral.

Fonte: DOGRA; HANNAFON, 2021.

Vesiculas extracelulares

Vesiculas extracelulares sao nanoestruturas delimitadas por uma bicamada
lipidica produzidas e secretadas por diferentes tipos celulares. Tais estruturas podem
carrear uma grande variedade de biomoléculas derivadas da célula de origem, como
mMiRNA, IncRNA, mRNA, proteinas, lipideos e fatores de crescimento, os quais podem
participar na sinalizacdo celular(VAN NIEL; D’ANGELO; RAPOSO, 2018).
Inicialmente, as VEs foram descritas como “sacos de lixo” através dos quais a célula
ejetava seus residuos (PAN; JOHNSTONE, 1983). Entretanto, atualmente, sua
importancia na comunicacgao entre células e amplamente reconhecida (GININI et al.,
2022).

As VEs sao heterogéneas na sua biogénese, tamanho e conteudo (Figura 7)
(COCUCCI; MELDOLESI, 2015). De acordo a categorizagdo estabelecida pelas
diretrizes do MISEV 2023 (Minimal Information for Studies of Extracellular Vesicles),
as VEs podem ser classificadas em vesiculas grandes (gVEs) e vesiculas pequenas

(pVEs). As gVEs (>200 nm de diametro), em geral isoladas por centrifugacao entre
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10.000 e 20.000xg, séo formadas através do brotamento da membrana plasmatica e
subsequente fissdo (WELSH et al., 2024). Sdo0 comumente referidas na literatura
como microvesiculas, ectossomas, microparticulas e exovesiculas (THERY;
OSTROWSKI; SEGURA, 2009). As gVEs sao liberadas por todos os tipos celulares,
inclusive tumores (AL-NEDAWI et al., 2008). As pVEs (<200 nm de diametro),
geralmente obtidas em por centrifugagdo maior ou igual a 100.000xg, sao secretadas
apos a fusdo dos compartimentos internos que contém vesiculas intraluminais (ILVs)
com a membrana plasmatica. Sdo comumente referidas como exossomos,
nanoparticulas ou vesiculas-tipo exossomos; o0s exossomos compartilham
caracteristicas fisicas e bioquimicas com corpos multivesiculares (MVBs), o que os
distingue das outras vesiculas menores (THERY; OSTROWSKI; SEGURA, 2009).

Figura 7 — Biogénese de vesiculas extracelulares
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Legenda: As VEs sao heterogéneas na sua biogénese, tamanho e conteudo. As vesiculas grandes sao
formadas através do brotamento da membrana plasmatica e subsequente fissdo, carreando
material oriundo do citoplasma da celula de origem, como proteinas, RNAs e fatores celulares.
Ja as vesiculas pequenas, se originam atraves da formagdo de endossomos iniciais que se
fundem e dao origem a corpos multivesiculares (MVBs). OS MVBs se fundem a membrana
plasmatica a liberam as vesiculas para o meio extracelular.

Fonte: A autora, 2025. Criado com Biorender.com

Vesiculas grandes

Essas estruturas sdo produzidas por meio de um processo em que ocorre
protrusdo da membrana plasmatica, seguida de fissdo. Esse processo requer

rearranjos dos lipideos de membrana e é iniciado pelo aumento dos niveis de calcio



28

intracelular, ativando a calpaina, protease responsavel por separar proteinas de
membrana do citoesqueleto (PASQUET; DACHARY-PRIGENT; NURDEN, 1996). Por
consequéncia, ha um remodelamento dos filamentos de actina, permitindo a
ocorréncia de bolhas, sendo a liberacdo das vesiculas através de microdominios da
membrana plasmaética conhecidos como lipids rafts (DEL CONDE et al., 2005; STAHL
et al., 2019). Adicionalmente, Muralidharan-Chari e colaborares (2009) demonstraram
a importancia da proteina ARF6 na liberagdo de microvesiculas, sendo o complexo
endossomal regulado por ARF6 de extrema importancia na incorporagao seletiva da
carga molecular a ser transportada nessas estruturas (D’'SOUZA-SCHOREY;
CHAVRIER, 2006; MURALIDHARAN-CHARI et al., 2009). Os alvos da ARF6 incluem
ERK e MLCK, importantes reguladores de polimerizagdo de actina e da atividade de
miosina, ambos essenciais para a liberacdo de microvesiculas (MINCIACCHI;
FREEMAN; DI VIZIO, 2015; MURALIDHARAN-CHARI et al., 2009).

Apesar das vesiculas grandes e pequenas serem estruturalmente similares,
eles diferem na composi¢gdo. A membrana das vesiculas maiores € enriquecida com
colesterol e diacilglicerol, fosfatidilserina exposta e lipid rafts; possuem como conteudo
receptores derivados de membranas, citocinas, quimiocinas, lipideos e material
genético, como DNA e diferentes tipos de RNA (CAMUSSI et al., 2010; STAHL et al.,
2019). Em um estudo conduzido por Dolo e colaboradores (1998) foi possivel observar
que microvesiculas liberadas por células de cancer de mama continham proteases,
como MMP-2 e MMP-9, e integrina 31, indicando a importéncia da liberagao de VEs
na protedlise de matriz extracelular durante a migracéo celular (DOLO et al., 1998).
Em um estudo mais recente, o proteoma dessas estruturas foi investigado,
identificando que as principais fungdes bioldgicas das gVEs estao relacionadas com a
iniciacdo da tradugao, adesao célula-célula, processamento de rRNA e o ciclo do acido
citrico. Além disso, as gVEs sdo enriquecidas tanto em proteinas ribossémicas
citosélicas (60S e 40S) e mitocondriais (39S e 28S), bem como proteinas envolvidas
na citocinese (LISCHNIG et al., 2022).

O conteudo das gVEs pode ser fonte de informag&o para o microambiente
celular, atuando como sinalizadores de dano celular, inflamacao e outros processos
importantes para a resposta celular. Além disso, as gVEs também sao consideradas
importantes na progressdo de varias doengas, incluindo céancer, doencgas
cardiovasculares e doengas neurodegenerativas, uma vez que podem conter

moléculas que promovem a angiogénese, infiltragdo de células tumorais, inibicao da
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resposta imune, entre outros efeitos (LOYER et al., 2014; TRICARICO; CLANCY;
D’SOUZA-SCHOREY, 2017).

Vesiculas pequenas

Os exossomos/pVEs foram identificados na década de 1980 e inicialmente
considerados residuos resultantes de danos celulares (JOHNSTONE et al., 1987).
Mais tarde, observou-se a importancia destes para a comunicagao intercelular em
diferentes processos celulares. Sao estruturas ricas em proteinas como tetraspaninas
CD9, CD63, CD81, proteinas de choque térmico (HSP70, HSP90), e proteinas de
formacdo de MVBs que estdo envolvidas na sua liberagdo como Alix e TSG101.
Adicionalmente, possuem RNAs em abundancia, como miRNA, IncRNA e circRNAs
(ZHANG et al., 2019b).

A caracterizagao e estudo da formacédo de exossomos é bastante discutida na
literatura. O processo de formagdo de exossomos inicia-se com a invaginagdo da
membrana plasmatica para formar os endossomos, que sdo compartimentos
intracelulares envolvidos na triagem e degradacdo de moléculas internalizadas do
meio extracelular. A medida que os endossomos amadurecem, eles se fundem para
formar MVBs, que s&o intermediarios do sistema endossomal. A formacdo de
exossomos requer a atuagao de proteinas do Complexo de Triagem Endossomal Il
Necessario para o Transporte (ESCRT), composto de quatro proteinas que trabalham
em conjunto para promover a formagéo dos MVBs (JAMES H, 2015). O mecanismo
do ESCRT ¢é iniciado através do reconhecimento e sequestro de proteinas
ubiquitinadas para dominios endossomais especificos. As vesiculas dentro dos MVBs
sdo conhecidas como ILVs. Apds a clivagem das ILVs, o complexo ESCRT-III se
separa da membrana dos MVB, resultando na secrecdo de exossomos através da
fusdo destes com a membrana plasmatica (ZHANG et al., 2019b).

As pVEs participam de uma variedade de processos biolégicos importantes,
incluindo imunomodulagdo, inflamagédo, angiogénese e progressao tumoral
(KURYWCHAK; TAVORMINA; KALLURI, 2018; SONG et al., 2018). Além disso, tém
sido estudadas como potenciais biomarcadores em doengas neurodegenerativas,
cardiovasculares e cancer, pois podem conter informagdes valiosas sobre a funcao
celular (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013). As principais fungdes das pVEs estao

relacionadas com a reorganizagdo da matriz extracelular, adesao celular, transporte
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endossomal e organizagao nuclear. Sao enriquecidas em tetraspaninas, ADAMs e
ESCRT, bem como SNAREs e proteinas Rab associadas a endossomos (LISCHNIG
et al., 2022).

Vesiculas extracelulares associadas ao cancer de mama

As vesiculas extracelulares VEs atuam como “cavalos de Troia” no contexto
tumoral, onde facilitam o didlogo entre células tumorais de mama e seu
microambiente. Um papel-chave das VEs no cancer de mama é a formagao de nichos
pré-metastaticos em o6rgdos distantes, criando condigbes favoraveis para a
colonizagdo e crescimento de células cancerigenas (KANG et al.,, 2025). A
composicéo e a fungao das VEs variam conforme os subtipos moleculares do cancer
de mama, como luminal A, luminal B, basal-like e HER2-enriquecido, cada um com
padroes metastaticos distintos. No TNBC, as VEs tém destaque especial, pois podem
induzir a diferenciacdo de macrofagos em fenotipos pré-inflamatérios, além de
estimular a proliferacao e a resisténcia a farmacos em células epiteliais mamarias.
Estudos mostram que VEs derivadas de TNBC podem apresentar alta expressao de
TGF-B1, favorecendo a adesdo a células hepaticas e subsequente metastase. Além
disso, assinaturas moleculares especificas tém sido associadas as VEs desse subtipo,
como a superexpressao de Lin28B, relacionada a manutengado de caracteristicas de
células-tronco, e baixos niveis de miRNAs da familia let-7 em exossomos (Ql et al.,
2022). Certos miRNAs exossomais também se correlacionam a subtipos distintos,
como miR-520 no TNBC e miR-34 em tumores ER+. Essa heterogeneidade de cargas
e fungdes reforca o potencial das VEs como biomarcadores valiosos, capazes de
refletir a assinatura de suas células de origem e oferecer subsidios para diagnostico e

tratamentos personalizados (LORIC et al., 2023).

Monoécitos

O sistema imunolégico dos mamiferos € composto por diversos tipos de células
e mediadores que interagem com células nao-imunes em redes complexas e
dindmicas, com o objetivo de garantir a protegdo contra patdogenos e o
desenvolvimento de cancer (DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006). Este

sistema é constituido por uma rede intrincada de 6rgaos, células e moléculas que
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trabalham em conjunto para manter a homeostase do organismo, combatendo
agressdes de forma geral. E dividido em imunidade inata e a imunidade adaptativa,
de modo que ambas atuam em conjunto Enquanto a imunidade inata se caracteriza
por uma resposta rapida frente a injurias causadas por patdogenos, a imunidade
adaptativa é responsavel pela produgado de anticorpos direcionados a um patdégeno
especifico ou seus produtos (VIVIER; MALISSEN, 2005).

As células mieloides, componentes centrais do sistema imune inato,
desempenham multiplas fungdes na deteccgao, resposta e modulagcdo de estimulos
imunoldgicos. Entre essas células, destacam-se os mondcitos e os macréfagos, que
atuam de forma coordenada na defesa contra patégenos e na manutengao da
homeostase tecidual (GABRILOVICH; OSTRAND-ROSENBERG; BRONTE, 2012).
Em condigbes homeostaticas, os mondcitos circulam no sangue periférico e migram
para os tecidos, onde se diferenciam em macréfagos para a manutengdo da
populacdo de um percentual dos macrofagos residentes teciduais (GINHOUX;
GUILLIAMS, 2016). Na inflamagao, os mondcitos sao atraidos para o sitio inflamatorio
através da acao de citocinas e quimiocinas, se diferenciando em macrofagos, que sao
responsaveis por fagocitar patégenos invasores e remodelar o tecido apds a
inflamacdo (SERBINA et al., 2008; YONA et al.,, 2013). Vale ressaltar, que a
inflamacao é uma caracteristica do cancer, onde o ambiente inflamatério predispde as
células tumorais a uma instabilidade genética, levando a aquisicdo de caracteristicas
favoraveis ao tumor (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Neste contexto, ha um
recrutamento de mondécitos para o TME, os quais acabam por se diferenciar nos
macrofagos associados ao tumor (TAM), gerando um ambiente imunossuprimido que
favorece a progressao tumoral e metastase.

Monécitos sao células do sistema imune inato com alta plasticidade,
pertencentes ao sistema fagocitico mononuclear (VAN FURTH; COHN, 1968).
Participam de varios mecanismos como imunotolerancia, angiogénese e aumento na
disseminagao de células tumorais (DING et al., 2016; UGEL et al., 2021). Estima-se
que macrofagos derivados de mondcitos sejam a maior populacédo de leucécitos
infiltrantes no tumor, participando em todos os estagios da progressao tumoral e cuja
densidade esta relacionada a um pior prognéstico em diferentes tipos de cancer (FAN
et al., 2014; FRIDMAN et al., 2017; MEDREK et al., 2012). (DEHNE et al., 2017;
NIELSEN; SCHMID, 2017). Isso se deve a capacidade de mondcitos e macrofagos

desempenharem um papel critico no estabelecimento de interacbes entre células
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imunes e células tumorais, necessario para a progressao tumoral (QIAN; POLLARD,
2010)

Tradicionalmente, em relacdo ao contexto tumoral, aos mondcitos tém sido
atribuido, principalmente, o papel de aturem como precursores dos TAMs (DOGRA,;
HANNAFON, 2021). Além disso, evidéncias emergentes sugerem que os monaocitos
também desempenham fun¢des distintas e centrais. Zhang e colaboradores (2023)
demonstraram que o TME de carcinoma de células escamosas de cabega e pescoco
‘educam” os mondcitos através da regulagao positiva da expressao de BEST1 pela
via MEK1/2-ERK1/2-ELK1. A expresséo desse fator permite a migracdo dos
mondcitos “educados” de volta a circulagdo, carregando alteragbes funcionais
adquiridas durante sua interagdo com o tumor que favorecem a progressao tumoral
(ZHANG et al.,, 2023). Além disso, ja foi descrito que mondcitos podem ser
reprogramados ainda no sangue periférico por fatores soluveis derivados de cancer
colorretal, sem necessidade de migragao prévia por quimiotaxia induzida pelas células
tumorais. Essa reprogramacao induz uma assinatura distinta em mondcitos educados
que pode ser usada como um biomarcador tumoral (HAMM et al., 2016). Essas
evidéncias ressaltam o papel especifico dos mondcitos no TME, indicando que a
atuacao de mondocitos e TAMs é um fator-chave para a compreenséo da progressao
do cancer e seu potencial prognéstico (FRIDMAN et al., 2017; NIELSEN; SCHMID,
2017).

Descobertas recentes acerca da ontogenia de monocitos e macrofagos
transformaram a compreensao sobre o desenvolvimento dessas células. Evidéncias
recentes mostram que a maioria dos macréfagos residentes em tecidos (TRMs)
origina-se de progenitores eritro-mieloides (EMPs) embrionarios, que surgem no saco
vitelino. Esses progenitores seguem duas vias principais: uma independente de c-
Myb, que gera macrofagos primitivos, e outra dependente de c-Myb, que da origem a
mondcitos fetais no figado. As micréglias derivam dos macrofagos primitivos e
permanecem no cérebro, enquanto os mondocitos fetais colonizam os demais tecidos,
formando a principal populagdo de TRMs na vida adulta. De acordo com Guilliams &
Scott (2017), o estabelecimendo de TRMs parece se dar de acordo com uma “janela
perinatal”. Em um processo tecido-especifico, a colonizacdo por precursores de
macrofagos varia: em alguns tecidos esse processo acontece antes do nascimento
(como o cérebro), em outros apenas no periodo perinatal (como as artérias), e em
acontecem ao longo da vida (como intestino e derme) (GUILLIAMS; SCOTT, 2017;
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HOEFFEL; GINHOUX, 2018).

Apds 0 nascimento, os mondcitos passam a se originar na médula 6ssea, a
partir de células tronco-hematopoiéticas. Essas células originam as células
progenitoras mieldide comuns (CMP), que subsequentemente se diferenciam em
progenitores de granuldcitos-mondcitos (GMPs) e em progenitores de mondécitos e
células dendriticas (MDPs). Inicialmente, acreditava-se que apenas os MDPs
originavam monacitos. Contudo, atualmente ja se aceita que tanto os progenitores
GMPs quanto os MDPs dao origem aos mondcitos, uma vez que 0s progenitores
comuns de mondcitos (cMoPs, que representam o primeiro estagio do
comprometimento para mondcitos) podem se originar de ambos os progenitores (TEH;
CHOOI; CHONG, 2023; YANEZ et al., 2017). Em contrapartida, de acordo com Wolf
e colaboradores (2019), progenitores comprometidos com a diferenciagdo em
mondcitos também pode ser originados exclusivamente de GMPs (conhecidos como
MPs) (WOLF et al., 2019). Por fim, tanto os cMoPs quanto os MPs dao origem aos
monocitos denominados classicos, prontos para circularem no sangue periférico, de
onde podem se diferenciar em mondocitos n&o classicos ou serem recrutados para
tecidos normais ou sitios inflamatérios, e se diferenciarem em macréfagos (GINHOUX;
GUILLIAMS, 2016; WOLF et al., 2019) (Figura 6).
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Figura 8 — Ontogenia dos mondcitos e macrofagos
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Legenda: Os mondcitos podem se originar tanto antes quanto apoés o nascimento. No periodo
embrionario, eles se desenvolvem no figado fetal a partir do progenitor eritro-mieloide (EMP)
c-Myb* e colonizam tecidos, onde d&o origem a macrofagos residentes. Apds o nascimento,
os mondécitos derivam de células-tronco hematopoiéticas da medula 6ssea, passando por
diversas etapas de diferenciagcdo a partir de progenitores intermediarios. Ja& estd bem
estabelecido que as células progenitoras mieloides comuns (CMPs) originam tanto o
progenitor de granulécitos/macrofagos (GMP) quanto o progenitor de macréfagos e células
dendriticas (MDP). Os progenitores de mondcitos (MPs) derivam exclusivamente dos GMPs,
enquanto os progenitores comuns de mondcitos (cMoPs) podem se originar de ambos, GMPs
e MDPs. Esses dois tipos de progenitores comprometidos (MPs e cMoPs) dao origem aos
mondcitos classicos, que entram na circulagdo sanguinea. A partir dai, os mondcitos podem
originar mondcitos nao classicos ou migrar para os tecidos, onde se diferenciam em
macrdéfagos. Os macréfagos, por sua vez, além de se originarem dos mondcitos no periodo
pos-natal, também podem derivar do EMP c-Myb™ durante o desenvolvimento embrionario,
diferenciando-se em macréfagos primitivos, que dao origem a micréglia. Esses macrofagos
também colonizam outros tecidos, mas, ao longo do desenvolvimento, tendem a ser
substituidos por macrofagos derivados de mondcitos provenientes do figado fetal. SNC =
Sistema Nervoso Central.

Fonte: A autora, 2025. Criado com Biorender.com

Inicialmente os mondcitos foram identificados de acordo com a expressao do
receptor CD14, sendo nomeados como mondcitos convencionais (ZIEGLER-
HEITBROCK, 1996). Posteriormente, descobriu-se a expressao de receptor de baixa
afinidade para a regiao Fc de IgG (FCyRIIl) CD16, demonstrando a possibilidade de
classificar essas células de acordo com as expressdes diferenciais destes dois
marcadores (PASSLICK; FLIEGER; ZIEGLER-HEITBROCK, 1989). Atualmente, sdo
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descritas trés subpopulagdes de mondcitos. A subpopulagao classica CD14**CD16,
que expressa altos niveis de CCR2 e tem a capacidade de extravasar para tecidos e
dar origem a macrofagos ou células dendriticas. Esse subtipo corresponde a cerca de
80-90% da populagdo de mondcitos. A subpopulacdo intermediaria possui a
capacidade de produzir grandes quantidades de TNF-a apés estimulagdo com LPS,
expressando altos niveis de CCRS e corresponde a cerca de 5 a 10% da populagéo
de mondcitos (HIJDRA et al., 2013). A terceira subpopulagdo, com expressao de
CD14 diminuida, é denominada nao-classica CD149™CD16*, expressa CX3CR1
(GEISSMANN; JUNG; LITTMAN, 2003) e tem fungéo de patrulhamento do endotélio
vascular e resolugdo de inflamagdo (KAPELLOS et al.,, 2019). Esse subtipo

corresponde a cerca de 5- 7% dos subtipos de mondcitos (Figura 7).

Figura 9 - Subpopulag¢des de mondcitos identificadas por citometria de fluxo
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Legenda: As trés subpopula¢des de mondcitos descritas sdo: a subpopulagao classica (CD14**CD16-
), a subpopulagdo intermediaria (CD14**CD16*) e a subpopulagdo n&o classica
(CD149mCD16**). Cada subpopulagdo pode ter fungdes diferentes e contribuir de forma
distinta para o desenvolvimento e progressao do tumor.

Fonte: (WONG et al., 2012)

Em camundongos, os monocitos do sangue periférico podem ser divididos em:
classicos Ly6C**CD43*, intermediario, LyC6"*CD43**, e mondcitos nado classico de
patrulhamento Ly6C'°%-CD43M"d"* (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 2010). Ja foi
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demonstrado que no estado estacionario, os mondcitos LyC6M9"* ddo origem aos
mondcitos Ly6C'°"-, responsaveis por patrulhar o endotélio de pequenos vasos
sanguineos se ligando ao mesmo através do receptor CX3CR1 de maneira LAF-
1/ICAM1 dependente (YANG et al.,, 2014). Em um estudo realizado por Patel e
colaboradores (2017), a relagdo de desenvolvimento das subpopulagbes de
mondcitos foi investigada por fate mapping (mapeamento de destino, em tradugao
livre), de mondcitos classicos humanos enxertados em camundongos humanizados.
Foi possivel observar que os mondcitos classicos se diferenciam em mondécitos
intermediarios apds 24 horas e em néo classicos apds 96 horas (PATEL et al., 2017).
Monécitos murinos classicos recrutados por CCL2 e tém sido relacionados a um papel
promotor de metastase de cancer de mama, enquanto os mondcitos nao classicos
atuam na prevengdo da metastase, sendo recrutados para sitios de metastase
pulmonar via receptor CX3CR1, onde desempenham um papel crucial na eliminacao
do material tumoral, recrutamento e ativgao de células NK(HANNA et al., 2015).
Todavia, estudos recentes baseados em abordagens émicas tém ampliado a
compreensao sobre os fendtipos de mondcitos no contexto homeostatico e tumoral,
revelando sua heterogeneidade funcional e seu papel dindmico na resposta imune e
na progressao do cancer. Em um estudo conduzido por Villani e colaboradores
(2017), 372 mondcitos foram analisados e agrupados em 4 clusters distintos. Os dois
maiores grupos representavam mondacitos classicos e nao classicos, enquanto os dois
restantes representavam monaocitos derivados do subtipo intermediario, indicando que
essa populacédo pode nao ser tdo homogénea, revelando potenciais novos subtipos
de mondcitos (VILLANI et al., 2017). Rapozo e colaboradores (2024), utilizando dados
de sequenciamento de RNA de célula unica (scRNA-seq) de 10.321 mondcitos
humanos provenientes de amostras de tumor, sangue periférico, linfonodos e tecido
normal, identificaram quatro grupos principais de mondécitos: classico, nao classico,
inflamatdério e intermediario, refletindo seis perfis transcricionais distintos. Os
monaocitos ndo classicos foram caracterizados pela coexpressdo de FCGR3A (CD16a)
e FAM110A, enquanto os monocitos classicos expressavam CD14 e foram
subdivididos com base na expressédo de FOS em dois subgrupos: CD14*FOS* e
CD14*FOS~, sendo este ultimo predominante no sangue periférico. Ambos os
subgrupos classicos apresentaram enriquecimento em vias de sinalizagdo mediadas
por receptores tipo Toll (TLRs), embora ainda pouco descritos na literatura. Além

disso, dois clusters com caracteristicas intermediarias também foram identificados



37

(GUIMARAES et al., 2024). Um estudo de Wagner e colaboradores (2019), aplicando
a técnica scRNAseq em células mieldides, identificou 19 clusters, dentre estes: dois
grupos de mondcitos CD14**CD16, dois grupos de monocitos CD14*CD16*, quatro
grupos de macrofagos migrantes, quatro grupos de macrofagos residentes e seis de
grupos de TAMs no TME de céncer de mama (WAGNER et al., 2019). Chung e
colaboradores (2017) analisaram 175 células imunes associadas ao tumor de 11
pacientes acometidas com cancer de mama (incluindo aquelas afetadas por cancer
de mama tipo luminal A, luminal B, HER2 e TNBC) e identificaram trés tipos diferentes
de células imunes: linfocitos T, linfocitos B e macrofagos, de acordo com seu perfil de
expressdo génica, sendo que o0s macrofagos exibiram caracteristicas
imunossupressoras (CHUNG et al.,, 2017). Esses achados reforgam a
heterogeneidade dos mondcitos e destacam a necessidade de estudos adicionais
para elucidar os determinantes fenotipicos dessa populagao celular.

Os mondcitos podem ser divididos em uma miriade de perfis macrofagicos,
sendo dois perfis os extremos de um espectro de polarizagdo: o M1 classicamente
ativado, pro-inflamatorio (marcado pela presenga marcadores membranares como
HLA-DR, CD80/CD86), e o M2 ativado alternativamente, comumente nhomeado “anti-
inflamatério” (marcado pela presenga de marcadores de membrana como o CD206 e
CD163) (ZHOU et al., 2020). A presencga de citocinas e quimiocinas no TME influencia
diretamente a ativacao dessas células. Enquanto IL-10 e TGF-[3 favorecem a ativagao
para um fendtipo M2 pro-tumoral, IL-12 e IFN-y estimulam o fendtipo M1, associado
ao controle tumoral (IVASHKIV, 2018; ORECCHIONI et al., 2019). Esse dialogo entre
tumor e TAMs é crucial para a progressao tumoral, ja que macrofagos promovem
crescimento, invasdo, metastase e resisténcia terapéutica (DENARDO; RUFFELL,
2019). No entanto, estudos de scRNAseq mostraram que o comportamento dos TAMs
nao corresponde ao classico eixo de polarizaggo M1/M2. Garrido-Martin e
colaboradores (2020), aplicando técnicas émicas observaram que as assinaturas M1
e M2 n&o sdo mutualmente exclusivas, sendo que alguns pacientes podem apresentar
tanto a expressao simultdnea de marcadores do tipo M2 quanto de marcadores do
tipo M1(GARRIDO-MARTIN et al., 2020). Além dos marcadores de membrana, a
expressao de algumas enzimas por parte dos mondcitos/macrofagos também pode
estar associada a sua diferenciacdo e fendtipo. Ja foi demonstrado que TAMs
expressam altos niveis de arginase-1 (Arg-1), além da expressao de IL-10 e CD206,
similar a macréfagos M2 (DENARDO; RUFFELL, 2019). Em um estudo realizado por
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Su e colaboradores (2021), foi observado que células mieldides que expressam Arg-
1 se acumulam no TME da mama, sendo que o GM-CSF é necessario para induzir a
expressdo de Arg-1 nestas células (SU et al.,, 2021). A Arg-1 é uma isoforma da
arginase, enzima responsavel por catalisar a conversdo do aminoacido L-arginina (L-
Arg) em ornitina e ureia (WU; MORRIS, 1998). Devido a sua agao, tem importante
papel imunomodulador, pois limita a disponibilidade de L-Arg no microambiente. Uma
vez que linfocitos T ndo sdo capazes de produzir esse aminoacido essencial, a
indisponibilidade do mesmo leva as células T a pararem o ciclo celular e perderem a
capacidade de proliferar em resposta a estimulagdo, sofrendo apoptose (DE
BONIFACE et al., 2012). Tumores langam mao desse mecanismo de
imunossupressao induzindo um subset de mondcitos com capacidade de expressar
Arg-1 e limitar a resposta de linfécitos T CD8" (GALLINA et al., 2006). Além disso, a
L-arginina é um substrato comum tanto a Arg-1 quanto a iINOS. Em macréfagos M1-
like essa competi¢cdo resulta na redugdo da produgado de oéxido nitrico (NO), um
mediador inflamatério importante na resposta imune. Desse modo, macrofagos M2-
like ao utilizarem a L-arginina para a produg¢ao de outras componentes, inibem uma
resposta pré-inflamatéria (RATH et al., 2014).

A alteragdo do metabolismo dos macréfagos também é um fator importante
relacionado a sua ativagao imunoldgica. Macréfagos com perfil M1, geralmente
ativados por LPS, apresentam maior dependéncia da glicolise, enquanto aqueles com
caracteristicas M2 utilizam preferencialmente a fosforilagdo oxidativa (OXPHOS)
como principal fonte de energia (TORRES-CASTRO et al., 2016a; VATS et al., 2006a).
A PKM2, um importante regulador nesse processo, € uma enzima chave na regulagao
metabdlica de células imunes e tumorais, podendo existir na forma tetramérica, com
alta atividade catalitica, ou dimérica, de baixa atividade catalitica (CAO et al., 2023a).
A fosforilagdo em tirosina 105 (p-PKM2 Tyr105) impede a formagao do tetramero e
favorece a forma dimérica, comum em células tumorais, facilitando o desvio de
metabalitos glicoliticos para vias biossintéticas e a adaptacéo ao efeito Warburg. Além
disso, a PKM2 dimérica pode translocar-se para o nucleo e atuar como coativadora
de fatores como HIF-1a e STATS3, regulando genes relacionados a inflamacgao e
sobrevivéncia celular (ISRAELSEN; VANDER HEIDEN, 2015; PALSSON-
MCDERMOTT et al., 2015a; WONG; DE MELO; TANG, 2013). Em macrdéfagos, essa
atividade nuclear da p-PKM2 esta associada ao perfil pré-inflamatoério M1, enquanto a

estabilizacdo da forma tetramérica pode favorecer um fendtipo mais regulador,
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semelhante ao M2 (PALSSON-MCDERMOTT et al., 2015a). Uma tabela resumindo

os principais marcadores dos perfis mondcitos esta a seguir:

Tabela 1. Principais marcadores dos perfis de ativacdo de mondcitos

Perfil monocitico Marcadores
M1-like HLA-DR, CD80/CD86, pPKM2, NO, iNOS
M2-like CD206, CD163, Arg-1, PKM2 tetramérica

Fonte: A autora, 2025.

Além das citocinas e quimiocinas presentes no microambiente tumoral, outros
sinais derivados dos tecidos também exercem papel determinante na migragéo,
diferenciacao e atuag¢ao dos mondcitos, tanto em condigdes homeostaticas quanto em
contextos fisiopatologicos. De modo geral, € bem estabelecido que o recrutamento de
monaocitos para o tumor se da principalmente pelo eixo CCL2-CCR2, cujo receptor &
predominantemente expresso na subpopulagdo de mondcitos classicos (YANG et al.,
2020). De fato, a CCL2, também conhecida como proteina quimiotatica de mondcitos
1 (MCP-1), foi relacionada ao recrutamento de mondcitos para facilitar a metastase
em cancer de mama (QIAN et al.,, 2011). Além disso, mediante a ativagdo de
receptores-chave da resposta imune, como TLR2 e TLR4, os mondécitos sdo capazes
de produzir citocinas pré-inflamatérias, incluindo TNF-q, IL-6 e IL-1[3, que podem atuar
no TME (BOYETTE et al., 2017). O lipopolissacarideo (LPS), o mais bem
caracterizado agonista do TLR4, ativa esse receptor e desencadeia vias de
sinalizacao intracelular que tém sido amplamente estudadas (BEUTLER et al., 2003).
Ja foi demonstrado que a ativagdo de TLR4 pelo LPS, potencializa a migracao de
monacitos induzida por CCL2 (LIU et al., 2013). A ligagdo do LPS ao TLR4 requer a
participacdo de MD2 e CD14, componentes essenciais para o reconhecimento do
agonista e a ativagao da via de sinalizagdo (NAGAI et al., 2002; WRIGHT et al., 1990).
Além disso, o CD14 é fundamental para a internalizacdo endocitica do complexo LPS—
TLR4, um passo decisivo para a ativagao de vias intracelulares especificas (ZANONI
et al., 2011). Orr e colaboradores (2012) reportaram que a deficiéncia de TLR4 em
modelo murino esta relacionada com a promocado da ativacdo alternativa de
macrofagos, com aumento significativo da expressdo de CD206, no contexto da
inflamacgéao do tecido adiposo (ORR et al., 2012), indicando a participagdo desse

receptor no contexto pro-inflamatorio.
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Devido a natureza lipidica do LPS, alguns estudos foram realizados na tentativa
de compreender a responsividade do TLR4 a diferentes componentes lipidicos. Griffin
e colaboradores (2018) demonstraram que TLR4 é necessario para a geragao de
macrofagos ativados derivados da medula 6ssea em resposta a acidos graxos
saturados (AGS) (GRIFFIN et al., 2018). Lee e colaboradores (2003) sugerem que
tanto o CD14 quanto o MD2 s&o necessarios para a ativagcao do TLR4 pelo acido
laurico, de maneira semelhante ao LPS, sinalizando por meio da via inflamatoria
mediada pelo complexo CD14-TLR4-MD2 (LEE et al., 2003). Diante do exposto,
compreender a possivel interagdo dos componentes lipidicos das membranas
bioldégicas, como as das VEs, com mondécitos e macréfagos pode contribuir para
elucidar o papel destas na resposta celular. Um estudo de Skotland e colaboradores
(2020) destacou o colesterol, a esfingomielina, a fosfatidilcolina, a
fosfatidiletalonamina e a fosfatidilserinaprincipais como os principais componentes
lipidicos das VEs liberadas por células tumorais in vitro (SKOTLAND et al., 2020). De
forma interessante, ja foi demonstrado que a ativagdo do metabolismo do colesterol
(incluindo sua captacdo, sintese e rotas de autofagial/lipofagia) ndo apenas é
fundamental para a resposta imune inata em macrofagos, como também esta
diretamente relacionada a ativagdo do TLR4 (HAYAKAWA et al., 2022). Além disso,
lipossomos compostos por fosfatidilcolina e colesterol sdo capazes de induzir um
fendtipo M2 em macrofagos peritoneais, caracterizado por uma resposta regulatéria.
No entanto, esse perfil pode ser revertido para um fendétipo M1 pré-inflamatorio
mediante estimulo com LPS (CRUZ-LEAL et al., 2014). Adicionalmente, a presenca
de fosfatidilserina na membrana de VEs pode atuar como um sinal de "eat-me",
promovendo o reconhecimento especifico por macréfagos, porém sem
necessariamente desencadear resposta inflamatoria, similar ao processo em células
apoptéticas (FADOK et al., 1992).

Considerando a heterogeneidade dos mondcitos e seu potencial de
diferenciacao no TME, a caracterizagao fenotipica e funcional dos mesmos expostos
as VEs tumorais se torna essencial. No contexto do cancer de mama triplo negativo,
subtipo agressivo e com opg¢des terapéuticas limitadas, compreender como essas
vesiculas influenciam o perfil dos monécitos pode revelar novos aspectos da interacao
entre tumor e sistema imune e abrir possibilidades para desenvolvimento de alvos

terapéuticos.
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