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Analise da modulacao de parametros carcinogénicos de células de cancer de mama

pelo tecido adiposo branco e marrom: O papel do Inflamassoma NLRP3 neste processo.
Resumo
Dissertacao de Mestrado

Luis Henrigue Costa Corréa Neto

A influéncia do tecido adiposo na modulacdo de células tumorais tem sido altamente caracterizada. O
tecido adiposo branco (WAT) e marrom (BAT) possuem a capacidade de mediar a inflamagdo através da
secrecdo de citocinas inflamatdrias, recrutando e polarizando células imunolégicas para o microambiente,
além de dar suporte energético as células tumorais, proporcionando um ambiente ideal para a progresséo do
tumor. No entanto, o papel do inflamassoma NLRP3 no tecido adiposo branco e marrom neste contexto é
pouco conhecido. No presente trabalho, objetivamos caracterizar o papel dos componentes do inflamassoma
NLRP3 no perfil lipidico do tecido adiposo branco e marrom, assim como caracterizar parametros celulares
tumorais com ensaios de morte, viabilidade, ativacdo celular, além da caracterizacdo da protedmica destas
células sobre influéncia e tecidos adiposos. Nossos resultados mostraram que os produtos de secrecdo de
BAT, especialmente na auséncia de caspase-1/11, diminuiram a viabilidade, proliferacdo e ativagdo celular
de céncer de mama em comparacdo com o WAT. Em adicdo, nossos dados sugerem que 0s produtos e
secre¢do dos tecidos adiposos modulam de forma diferencial o recrutamento e polarizacdo de células imunes
como macrofagos e linfdcitos. Além disso, a analise protedmica de células de cancer de mama revelou que
os produtos de secrecdo de WAT modularam vias de proteinas de sobrevivéncia da linhagem celular tumoral.
Anélises da lipiddmica de WAT e BAT mostraram que a auséncia de caspase 1/11 modificou
substancialmente o perfil global lipidico desses tecidos adiposos. Tomados em conjunto, nossos dados
mostraram que WAT e BAT apresentaram func¢Ges opostas nos pardmetros carcinogénicos do cancer de
mama. A auséncia de caspase-1/11, mas ndo a proteina NLRP3, pode influenciar diretamente sua
composicao metabolémica e melhorar a capacidade do BAT de desencadear atividade antitumoral em células
de cancer de mama.



Modulation analysis of carcinogenic parameters of breast cancer cells by white and
brown adipose tissue: The role of the NLRP3 Inflammasome in this process

Abstract

Dissertacao de Mestrado

Luis Henrique Costa Corréa Neto

The influence of adipose tissue on tumor cell modulation has been highly
characterized. White (WAT) and brown (BAT) adipose tissues have the ability to mediate
inflammation by secreting inflammatory cytokines, recruiting and polarizing immune cells
into the microenvironment and providing energetic support to tumor cells, providing an
ideal environment for the tumor progression. However, the role of the NLRP3
inflammasome in white and brown adipose tissue in this context is poorly understood. In
the present work, we aimed to characterize the role of the NLRP3 inflammasome
components in the lipid profile of white and brown adipose tissue, as well as to
characterize tumor cell parameters with cell death analyses, viability, cell activation, and
proteomic characterization of these cells on influence and tissues. adipose. Our results
showed that BAT secretion products, especially in the absence of caspase-1/11, decreased
breast cancer viability, proliferation, and cellular activation compared with WAT. In
addition, our data showed that adipose tissue products and secretion differentially modulate
the recruitment and polarization of immune cells such as macrophages and lymphocytes. In
addition, proteomic analysis of breast cancer cells revealed that WAT secretion products
modulated tumor cell line survival protein pathways. WAT and BAT lipid analyzes
showed that the absence of caspase 1/11 substantially modified the overall lipid profile of
these adipose tissues. Taken together, our data showed that WAT and BAT had opposite
functions in the carcinogenic parameters of breast cancer. The absence of caspase-1/11, but
not NLRP3 protein, can directly influence its metabolomic composition and improve

BAT's ability to trigger antitumor activity in breast cancer cells.
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Introducgao
Cancer

Dentre as doengas com mais casos de ébito no mundo, o cancer ocupa o segundo lugar
na lista com mais casos de morte. Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude
— WHO (do inglés World Health Organization - WHO), aproximadamente, 9.6 milhdes de
mortes ocorreram em 2018 no mundo, cerca de 1 em cada 6 mortes foram devido ao
cancer. Em funcdo da grande variabilidade e agressividade da doenca, as estatisticas vém
crescendo, sendo os paises de baixo-médio desenvolvimento econdmico 0s mais atingidos.
A falta de acessibilidade aos diagndsticos somados a falta de recursos suficientes para
custear o tratamento, aproximadamente 70% das mortes por cancer ocorre em paises de
baixa e média renda. Os impactos que esta desordem metabolica pode trazer afeta ndo
apenas areas afins a satde, mas interfere também na esfera econdmica mundial. As Gltimas
pesquisas feitas em 2010 referentes as movimentac6es financeiras decorrentes do cancer
apontaram aproximadamente US $ 1,16 trilhdo gastos com tratamentos e diagnosticos
(WHO, 2018).

O cancer € caracterizado como um conjunto de doencas capaz de afetar qualquer parte
do corpo humano, caracterizado pelo crescimento desordenado de células. Embora o termo
mais comum seja 0 nome cancer, este agregado de doencas também é conhecido pelos
termos “tumores malignos” e “neoplasias” (NIH 2019). Dentre os principais pontos que
desencadeiam o desenvolvimento das neoplasias estdo o descontrole na regulacdo da
divisdo celular e a insuficiéncia no controle de morte celular, o que leva a producdo de
massas celulares e posteriormente a metastase (Huysentruyt 2014). A metastase de células
tumorais € a principal causa de morte de pessoas com cancer. Alteracfes na manutencdo do
processo de angiogénese, invasdo e migracdo celular favorecem o processo de metastase,
com o espalhamento de células mutadas para outros 0rgaos via corrente sanguinea. Uma
vez disseminada pelo corpo, células tumorais agora podem comprometer a homeostase
funcional de outros érgdos, acarretando na perda funcional, levando o individuo a 6bito
(Chambers AF, Groom AC 2002).
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O cancer como um conjunto de doencas é também causado por uma grande variedade
de fatores, tanto internos quanto externos (por exemplo, ambientais), que podem
desencadear mudangas genéticas e dar inicio ao processo de desenvolvimento tumoral.
Entre os principais fatores ambientais pode-se citar: uso de tabaco, ingestdo de bebidas
alcoolicas, alimentacdo ndo saudavel, falta de pratica de atividades fisicas, infeccdo por
virus, obesidade e outros. Embora fatores externos ao organismo seja um grande iniciador
da doenga, alguns processos internos como envelhecimento e mutagfes contribuem

significativamente para o numero de casos de neoplasias (Helena & Oliveira 2011).

Os principais pontos regulatorios que podem levar ao processo de transformacdo de
células normais para células neoplasicas sdo pontos relacionados com a divisdo e morte
celular. Na regulacdo destes estagios celulares os proto-oncogenes sdo responsaveis pelo
crescimento celular, sendo assim, qualquer alteracdo nestes genes como mutacdes, leva ao
surgimento dos Oncogenes, ocasionando em uma producdo excessiva de fatores de
crescimento. Em contrapartida, hd também os Genes Supressores de Tumor, que ao
contrario dos oncogenes que apenas surgem nas células através de mutacdo em proto-
oncogenes, 0s genes supressores de tumor sdo encontrados em todas as células. Os genes
supressores de tumor sdo responsaveis pela parada na divisdo e proliferacdo celular, e
atuam na inibicdo de divisGes celulares que apresentam mutacdes em no material genético.
Com isso, tanto a geragdo de Oncogenes por mutacGes em proto-oncogenes ou um
funcionamento de forma irregular de genes supressores de tumor pode facilitar o
surgimento de células neoplasicas. (Leitdo et al. 2003). Os oncogenes sdo responsaveis
pela producgéo de oncoproteinas. Uma vez sintetizadas, as oncoproteinas agem interferindo
na divisdo e crescimento celular pela a intensa producdo de fatores de crescimento,
induzindo a divisdo celular de forma paracrina e/ou autdcrina, através do aumento na
producdo e externalizagdo de proteinas receptoras de fatores de crescimentos, sendo este
um importante fator no diagnostico de diferentes tipos de tumores e sua agressividade,
interferindo na transducédo de sinais e atuando na atividade de proteinas nucleares (Shortt
& Johnstone 2012).

De forma contraria a atividade dos oncogenes, 0s genes supressores de tumor tém a
funcdo de controlar a divisdo celular. Os genes supressores de tumor desempenham um
papel fundamental na regulacéo da apoptose, um dos tipos de morte celular induzida e anti-
inflamatdria, assim como também agem impedindo o ciclo celular, sendo assim uma peca

crucial no controle e desenvolvimento de tumores (Marshall 1991). Atualmente pouco se
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sabe sobre 0 mecanismo exato de genes supressores de tumor, entretanto, algumas
proteinas ja foram largamente caracterizadas. O gene p53, por exemplo, € um dos genes
supressores de tumor mais bem caracterizado em funcdo da sua grande atividade em
humanos. O nivel de expressao da proteina p53 varia de célula a célula e tem como uma de
suas principais funcdes o controle da parada na diviséo celular, realizando reparos em erros
no DNA e, como ultimo mecanismo, induzir a morte nas células via apoptose (Sun & Yang
2010). Alteracbes em genes responsaveis por controle de vias de proliferagdo e morte séo
as principais caudas de cancer, sendo responsaveis por mais da metade de casos de cancer

de mama e até 70% de casos de cancer de cdlon (Silva 2018).

Quando processos de reparo no DNA ndo sdo eficientes e células com material
genético alterado continuam sua proliferacdo sem inducdo de morte, células neoplasicas
surgem (Gary A. Boorman 2006). Entre os estdgios do desenvolvimento tumoral, a
metastase € um ponto fundamental no estabelecimento do tumor. Estudos mostram que
diversas céelulas tumorais migram para a corrente sanguinea, contudo, poucas células séo
bem sucedidas no processo metastatico devido a grande complexidade do sistema (Filipe et
al. 2018). A massa tumoral tem sido demostrada com uma enorme heterogeneidade. Este
fato é decorrente das alteracbes genética e epigenéticas que ocorrem no desenvolvimento
da doenca, gerando células com grandes capacidades de migracdo. No processo
metastatico, para serem bem sucedidas, células tumorais necessitam se desaderir do tumor
primario, invadir e migrar para outros tecidos através da corrente circulatéria (Bacac M
2008). O grande potencial seletivo do processo de metastase ocorre devido a grande
quantidade de habilidades exigidas durante o processo. Dentre os principais pontos, pode-
se citar a diminuicdo na expressdo de proteinas de adesdo de células tumorais, facilitando o
desprendimento da massa tumoral primaria. As caderinas, por exemplo, desempenham
uma importante funcdo na manutengdo da integridade estrutural de tecidos. Uma formagéo
errada desta proteina, assim como uma producdo desregulada, pode facilitar o
desprendimento de células tumorais e invasdo para capilares e correntes sanguineas
adjacentes (Mrozik et al. 2018).

Devido a grande complexidade e variedade de tumores, o tratamento contra neoplasias
torna-se dependente da fase que o paciente estd. Visando conter o crescimento
desordenado de células, tratamentos quimioterdpicos, radioterapias e cirurgias Sao
empregadas no combate & doenca. Contudo, os tratamentos quimioterapicos convencionais

vém mostrando grandes niveis de citotoxidade atingindo fortemente células saudaveis e
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impactando diretamente na qualidade de vida dos pacientes (Weinberg 2012). Atualmente,
diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas a fim de desenvolver métodos adjuvantes para
tratamentos convencionais, assim como o0 desenvolvimento de imunoterapicos com
potencial de substituir tratamentos invasivos como quimioterapias no tratamento contra o
cancer. A modulacdo da resposta imune no controle da inflamacdo tem sido alvo no
tratamento da doenca. A inflamagdo sistémica e local exerce um papel crucial no
estabelecimento de tumores, tornando-se uma chave no tratamento e combate de diversos

tipos de canceres.

Cancer de mama

O cancer de mama se caracteriza pelo o acumulo de mutacGes em células presentes na
mama, formando um tumor. Segundo o Instituto Nacional de Céncer (INCA) existem
diversos tipos diferentes de cancer de mama, acarretando em uma evolucdo da doenca de
diferentes formas e intensidades. Alguns tumores de mama se desenvolvem de forma

rapida e agressiva, quantos outros tém o crescimento silencioso.

Segundo dados do INCA, o cancer de mama foi responsavel por 13,22 6bitos/100.000
mulheres em 2017. A figura lilustra a taxas de mortalidade de mulheres por céancer de
mama, pela faixa etaria, por 100.000 mulheres. . Em paises desenvolvidos, o cancer de
mama esta atras apenas dos canceres de pulméo e em paises em desenvolvimentos o cancer
de mama ocupa a primeira posicdo em casos de ébito (INCA 2018). Ainda segundo o
INCA, o cancer de mama é considerado um cancer de bom progndstico, se tratado ainda no
inicio do desenvolvimento da doenga, contudo, em casos de desenvolvimento silencioso, o

tratamento tardio da doenca é responsavel pelo grande numero de mortes.
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Figura 1. Taxas de mortalidade por cancer de mama feminina, especificas por faixas etarias, por 100.000
mulheres. Brasil, 1990 a 2015. O numero de mortes devido ao cancer de mama tem aumentado desde 1980 até os
Gltimos dados coletados em 2015, em que mulheres entre 30-39 anos o indice € maior. Fonte: INCA- Instituto Nacional
de Cancer. https://www.inca.gov.br/controle-do-cancer-de-mama/conceito-e-magnitude.

O céancer de mama pode ser classificado dependendo do local e agressividade das
celulas tumorais. Atualmente sdo reconhecidos cinco tipos classicos da doenga: 1.
Carcinoma ductal invasivo, onde as células tumorais se instalam no ducto mamario e é o
tipo de cancer mais comum entre as mulheres; 2. Carcinoma ductal in Situ, neste caso as
chances de metastases sdo menores, pois as células tumorais se estabelecem dentro dos
ductos mamaérios; 3. Carcinoma lobular in Situ, segundo tipo mais comum entre as
mulheres, onde as células tumorais se desenvolvem dentro dos I6bulos das glandulas
responsaveis pela producéo de leite; 4. Carcinoma lobular invasivo, também se instala nos
I6bulos das glandulas produtoras de leite, porém possuem um alto nivel de metastase; 5.
Doenca de Paget, este € o tipo mais raro da doenga, onde as células tumorais se instalam no
tecido conjuntivo da mama (Gobbi 2012). Tratamentos para o cancer de mama Sao
aplicados dependendo da positividade ou negatividade da presenca de receptores
hormonais nas células presentes nos tumores. Especificamente é analisada a presenca de
receptores para progesterona (PR+) e estrogeno (ER+). Biopsias PR+ e ER+ sdo tumores
passivos de tratamento com bloqueadores hormonais a fim de reduzir as taxas de
proliferacdo das células tumorais, assim como tumores ER- mas PR+. Estes tipos de

tumores possuem melhores progndsticos entres as pacientes. Os canceres de mama com
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receptores hormonais negativos ndo tém receptores de estrogénio nem de progesterona,
logo o tratamento com bloqueadores hormonais ndo é aplicavel. Nestes tipos de canceres
os tratamentos s8o mais invasivos e 0 tumor tende a crescer de forma mais rapida
comparado com o0s tumores receptores hormonais positivos (Goldhirsch et al. 2011). Além
disso, ha ainda os tumores triplo negativo, que além de ndo possuirem receptores para
progesterona e estrogénio, as células tumorais também ndo possuem receptores HER2 (do
inglés Human Epidermal growth factor Receptor-type 2) que também é responsavel pela
proliferacdo celular. Neste ultimo caso, os tratamentos hormonais também ndo séo
utilizados sendo aplicado, na maioria dos casos, tratamento com quimioterapicos (Pernas
& Tolaney 2019).

O cancer de mama é uma doenca de grande heterogeneidade, sendo significantemente
modulada por sinalizacdo hormonal, variando na expressdo do receptor de estrogénio (ER),
receptor de progesterona (PR) e receptor epitelial humano 2 (HER2). O cancer de mama
pode ser classificado nos subtipos A luminal, B luminal, positivo em HER2 e triplo
negativo (TNBC). Estudos clinicos mostram que pacientes com TNBC tém pior sobrevida
global do que pacientes sem TNBC Entre varias linhagens celulares amplamente usadas
para estudos de cancer de mama, podemos destacar o MCF-7, linhagem de célula humana
que € positivo para ER, PR negativas e positivas para HER2 e o MDA-MB-231, que €
celulas triplamente negativas, assim como as células 4T1 (ER-, PR-, HER2-), porém

murinas. (Pizato et al. 2019).

Obesidade e Cancer de Mama

Como ja citado, o cancer de mama é gerado pelo acumulo de diversas desordens
celulares, sendo assim, varios fatores podem desencadear o surgimento de células
neoplésicas nas mamas. A idade é o principal facilitador do surgimento da doenca (Benz
2009), onde cerca de quadro em cinco casos ocorrem depois dos cinquenta anos. Além da
idade, disfungbes metabdlicas como obesidade geram desbalancos em vias inflamatoria
sendo também uma grande fonte energética para a proliferacdo desordenada de células
tumorais (Picon-ruiz, Morata-tarifa, & Valle-goffin 2017). Estudos recentes demonstraram
que o sobrepeso e a obesidade estdo associados a maiores riscos de adenocarcinoma de
esdfago (Long & Beales 2014), tireoide (Ali et al. 2018), pancreas (Paige M. Bracci 2013),
ovario e mama (Engin A 2017). A disfuncdo de adipdcitos durante a obesidade facilita o

processo de estabelecimento e crescimento de celulas tumorais através da modulacdo da
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inflamacdo (Shannon M. Reilly & Alan R. Saltiel 2017). Os adipocitos brancos quando
desregulados produzem citocinas inflamatérias de forma aumentada, como TNF-a, IL-6,
IL-1B e CCL2 que levam ao recrutamento, infiltragdo e acumulo direto de células
inflamatdrias (por exemplo, linfécitos e macréfagos), no tecido adiposo e estabelece um
estado de inflamacdo crénica (Balkwill 2004). Os fatores iniciais que desencadeiam a
inflamacdo cronica do tecido adiposo ndo estdo totalmente elucidados. As evidéncias
sugerem que pode ser mediada por hipoxia, morte litica, aumento da secrecdo de fatores
imunomoduladores, como citocinas, quimiocinas, horménios e fator de crescimento,

lipolise e liberacdo de acidos graxos livres.

Os adipocitos associados ao tumor podem liberar diversos fatores para o
microambiente do tumor (Arendt et al. 2013). Esses compostos derivados de adipdcitos
podem ser usados pelas células cancerigenas para promover o crescimento do tumor. Os
acidos graxos livres liberados pelos adipdcitos podem ser usados pelas células
cancerigenas para alimentar seu crescimento e proliferacdo. Além disso, os acidos graxos
livres podem ativar e modular outras células, como midcitos, macréfagos e células
endoteliais vasculares, favorecendo a formacdo de microambiente pro-tumorigénico. O
tecido adiposo inflamado pode regular o desenvolvimento do tumor de diferentes maneiras,
fornecendo energia via acidos graxos livres ou através de adipocinas, citocinas ou miRNAs
(Corréa & Magalhées. 2017). Contudo, atualmente estudos tem focado no entendimento de
macrofagos recrutados pelo tecido adiposo, podendo esta ligado ao pior prognostico no

cancer de mama.

Macrofagos sdo recrutados para o microambiente tumoral pela larga producdo de
quimioatrativos produzidos pelos adipécitos, como o ligante de quimiocina 2 (CCL2).
Quando presentes no microambiente tumoral, células imunes sdo polarizadas pelas células
tumorais com o intuito de dar suporte para a progressao do tumor (Arendt et al. 2013).
Durante a obesidade, células adiposas em processo de morte, tanto por necrose como por
piroptose, liberam fragmentos celulares que sdo responsaveis pela maior atragdo de
macrofagos para o tecido. Uma vez recrutados, esses macréfagos circundam adipdcitos
necroticos formando uma estrutura chamada Estrutura em forma de coroa, do inglés Crown
Like Structure (CLS). Estas estruturas tém sido estudadas em funcdo da sua relacéo direta
com a manuten¢do da inflamacéo local, devido ao perfil inflamatério dos macrdfagos
presentes em juncao aos padrdes intracelulares liberados pela morte litica dos adipocitos.

Estudos de casos clinicos vém correlacionando o nimero de CLS no tecido adiposo
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préximos a tumores de mama. Durante o processo de desenvolvimento do tumor de mama,
macrofagos presentes no microambinete sdo responsaveis pela manutengdo da inflamacéo
podendo dar suporte para o desenvolvimento das células tumorais. Logo, a obesidade
associada ao tumor é um fator de risco para a doenca, em que a presenca elevada de CLS é
caracterizada como pior prognostico.(Santander et al. 2015) A relacdo direta do tecido
adiposo com o cancer tem sido cada vez mais estudada. Células adiposas com seu grande
potencial de estocar energia, assim como a importante capacidade de regulagdo hormonal,
vém se mostrando como um grande potencial modulador do crescimento tumoral de

mama, sendo alvo de varios grupos de pesquisa. (Vachharajani & Granger 2009).
0 tecido adiposo, inflamacao e o cancer

O tecido adiposo, atualmente ja descrito e caracterizado como 6rgdo enddcrino, possui
um papel fundamental na homeostase energética do corpo. Desbalan¢os na composicéo e
manutencdo deste Orgdo esta associada a diversas doencas metabdlicas como obesidade,

diabetes e cancer (Deng et al. 2016).

Estudos recentes vém mostrando a grande plasticidade fenotipica que este tecido pode
apresentar (Panina et al. 2018). Levando isso em consideracdo, atualmente séo descritos
quatro tipos de adipdcitos: o adipdcito branco, o adipdcito marrom, o adipocito bege e o
adipdcito rosa. Embora cada uma destas células sejam células de gordura, elas possuem
fisiologias, atividades metabdlicas e fun¢Ges bem distintas, impactando em uma modulagédo
na inflamacdo e o cancer de forma diferenciada (Corréa & Magalhdes 2019), como pode

ser observado na Figura 2.
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Figura 2. Diferentes tipos de células adiposas e sua influencia no cancer. Fatores externos sdo capazes de
modificar o fendtipo dos adipdcitos e com isso, influenciar de forma diferencial o desenvolvimento tumoral. Fonte: The
Impact of the Adipose Organ Plasticity on Inflammation and Cancer Progression, Luis H Corréa, Gabriela S Heyn e
Kelly G Magalaes. Cells, 2019.

O tecido adiposo branco, comumente conhecido pela sigla WAT (do inglés White
Adipose Tissue) é o mais bem descrito atualmente, exercendo um enorme papel na reserva
energética e na regulacdo hormonal do corpo. Este tecido dindmico € altamente
vascularizado e composto ndo apenas por adipdcitos, mas também outros tipos celulares
como células imunoldgicas, células endoteliais, fibroblastos, pericitos e pré-adipdcitos
(Peirce, Carobbio, & Vidal-Puig 2014). Fisiologicamente, os adipdcitos presentes no tecido
adiposo branco sdo compostos predominantemente por &cidos graxos, onde ficam
armazenados em uma grande gota de gordura. Com isso, a principal funcdo associada ao
tecido adiposo branco € a reserva energética, sendo o tecido adiposo mais abundante no
corpo. Entretanto, além de atuar como fonte de energia, o tecido adiposo branco também
possui um papel chave no controle hormonal através da sintese e secrecdo de varios
horménios (Coelho, Oliveira, & Fernandes 2013). Dentre os principais, a Leptina é
produzida majoritariamente por adipdcitos (Van Harmelen et al. 1998). Este pequeno
peptideo é produzido pelos adipdcitos e é responsavel pelo controle do apetite. Entretanto,
estudos tém mostrado que a leptina pode atuar muito além do controle de ingesta

nutricional.

A leptina também exerce um importante papel na modulacao inflamatéria, impactando

também no microambiente tumoral (Santander et al. 2015). A produgdo aumentada de
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leptina é capaz de interferir na via JAK/START, aumentando a expressao de proteinas anti-
apoptdticas, atuando também na inducdo e producdo de citocinas pro-inflamatorias como
TNF-a e IL-6 além de induzir angiogénese com o aumento da producdo de fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (Deep Dutta 2012). A desregulacdo do tecido
adiposo branco leva a uma inflamacdao sistémica e local, tornando-se um significante fator
para o estabelecimento e agravamento do microambiente tumoral. Além de facilitar o
estabelecimento tumoral aumentando a sobrevivéncia de células tumorais, o tecido adiposo
branco também atua no recrutamento e polarizacao de células imunes. (Corréa et al. 2017)

como pode ser observado na Figura 3.

Adipacitos associados a tumores (TAAS) auxiliam no recrutamento de macréfagos para
0 microambiente tumoral e sua polarizagdo para a configuracdo alternativa M2 via CCL2,
IL-1B e CXCL12 (Arendt et al. 2013). Recentemente, Nishimoto et al. mostraram que 0
acumulo de macrofagos no microambiente tumoral se deve ndo apenas a secre¢do de CCL2
pelos adipécitos, mas também a liberacdo de DNA por adipécitos degenerados (Nishimoto
2016b). Todos os mecanismos pelos 0s quais os adip6citos regulam o microambiente
tumoral ainda ndo estdo completamente descritos, entretanto, o papel da inflamacdo como
mediador desta relacdo entre adipdcitos brancos e células tumorais estd sendo cada vez
mais estudados, a fim de desenvolver métodos de modulacdo do tecido adiposo e combate

o crescimento de tumores (Figura 4).
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Figura 3. Aumento da reserva lipidica em adipdcitos favorece a inflamacdo. O desequilibrio na reserva de
energia nas células adiposas causada pela obesidade é capaz de mediar a inflamagéo no tecido . Fonte: The Impact of the
Adipose Organ Plasticity on Inflammation and Cancer Progression, Luis H Corréa, Gabriella S Heyn e Kelly G
Magalhées. Cells, 2019.
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Além do tecido adiposo branco, o tecido adiposo marrom também atua no controle
hormonal do corpo, em adi¢do a regulacdo da temperatura corpérea (Peng, Xiao-rong;
Gennemark, Peter; O’Mahony 2015). O tecido adiposo marrom, ou apenas BAT (do inglés
Brown Adiposo Tissue) atua com um carater predominante anti-inflamatorio.
Diferentemente do tecido adiposo branco, no marrom as goticulas de gordura estdo
disposta de forma multilocular (Peirce et al. 2014). Além disso, fisiologicamente estas
celulas possuem grandes ndmeros de mitocondrias, 0 que garante seu principal papel no

organismo: termogénese (Corréa & Magalhdes 2019).

Durante anos, acreditava-se que o tecido adiposo marrom era encontrado apenas em
recém-nascidos e em pequenos roedores, contudo, estudos jA mostram que adultos
possuem quantidades significativas deste tecido, apresentando grande importancia na
modulacdo da inflamacao (Lecoultre 2011). Nos adipdcitos marrons, a elevada expressao e
ativacdo da proteina desacopladora 1 ( ou em inglés uncoupling protein 1 (UCP1)) garante
a funcionalidade dos adipdcitos, em que ha o desvio de elétrons da cadeia transportadora
de elétrons durante a respiracao celular nas mitocdndria, ativando UCP1, e sendo um 6timo
marcador para a identificacdo de adipdcitos marrons (Oelkrug, Polymeropoulos, &
Jastroch 2015). Entre os varios fatores capazes de ativar esta proteina nos adipocitos e
promover a termogénese, estd a sinalizacdo da norepinefrina através dos receptores [33,
aumentando a atividade deste tecido (Fenzl & Kiefer 2014). Assim como o tecido adiposo
branco, no marrom ha indmeras células residentes além dos adipécitos, como células
imunoldgicas, fibroblastos e uma matriz bem desenvolvida, em que hd uma grande
interacdo célula-célula, que por sua vez contribui para a grande plasticidade fenotipica
deste tecido (Fenzl & Kiefer 2014) (Jong et al. 2017).

O tecido adiposo marrom é caracterizado como um tecido anti-inflamatério, contudo
seu papel no cancer ainda é controverso. A indugdo do aumento de células marrons em
funcdo da diminuicdo de adipocitos brancos é caracterizada como um melhor progndstico
durante a obesidade, com reducdo de peso, diminui¢do da inflamagdo e promovendo um
metabolismo regulado (Trayhurn 2018). Em adicdo, analises experimentais mostraram uma
ligagdo entre existe uma superexpressao de genes antitumorais e um aumento de adipécitos
marrons. Um dos genes ligados a maior ativagdo do tecido adiposo marrom e a diminui¢ao
de sobrevivéncia e proliferacdo tumoral é o gene PTEN. O gene PTEN atua na regulagéo
do crescimento e proliferacdo celular, sendo um dos mais importantes reguladores

antitumorais. Um estudo demonstrou que a superexpressao do gene PTEN desencadeou
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resisténcia ao cancer, gasto energético e resisténcia a insulina em camundongos (Ortega-
molina et al. 2010). Porém, o aumento do tecido adiposo marrom promove um
agravamento em casos de caquexia, onde ocorre a perda de peso de forma excessiva, e a
elevada atividade do tecido adiposo marrom pode agravar este processo, com uma
utilizacdo mais intensa das reservas energéticas na forma de lipidio na producéo de calor
pelas mitocondrias nos adipocitos marrons. Além disso, o tecido adiposo marrom
superativado é capaz de fornecer uma grande quantidade de energia para desenvolvimento

de células neoplésicas (Kir & Spiegelman 2016).

O papel de adipdcitos marrom no controle de doencgas metabdlicas e no cancer ainda é
pouco conhecido, contudo, assim como ocorre nos tecidos adiposos brancos, o tecido
adiposo marrom é responsavel pela polarizagdo e controle da inflamacdo e do metabolismo
lipidico, sendo entdo um potencial alvo para pesquisas terapéuticas nos tratamentos destas

doencas.
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Figura 4. Adipdcitos associados ao tumor. Adip6citos podem estar ligados ao desenvolvimento tumoral dando
suporte energético assim como modulando a inflamacéo no microambiente tumoral. Fonte: Adipocytes and Macrophages
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Interplay in the Orchestration of Tumor Microenvironment: New Implications in Cancer Progression. Luis H Correa,
Rafael Correa, Cecilia M, Livia P Dourado and Kelly G Magalhaes, Frontiers in Immunology, 2017.

Embora o tecido adiposo branco e marrom sejam 0s mais bem descritos, ainda
pode-se citar os adipdcitos bege e os adipdcitos rosa, os quais também possuem grande
plasticidade celular, desempenhando papeis fundamentais no organismo. Os adipdcitos
bege sdo extremamente plasticos, em que estimulos externos induzem uma mudanca
fenotipica para adipdcitos marrons. Sobre condigdes de baixa temperatura, 0 aumento de
norepinefrina, assim como outras vias, induz a maior expressdo de receptores
caracteristicos de células marrons, produzindo calor como consequéncia da maior ativacdo
da UCP1, além disso, essas células apresentam uma quantidade intermediaria de goticulas

de gordura, estando entre as células marrons e brancas (Wu J1, Cohen P 2013).

Dependendo de alguns fatores como baixas temperaturas, exercicios fisicos,
alimentacdo e drogas agonistas os tecidos adiposos brancos e beges podem adquirir
caracteristicas das células adiposas marrons (Rocha-rodrigues et al. 2016). Este evento
ocorre como uma habilidade evolutiva adquirida, para que 0 organismo conseguisse
produzir calor mesmo em situa¢Ges mais extremas. Atualmente estudos tém tentado induzir
este processe chamado ‘“amarronzamento” a fim de reduzir a quantidade de gordura
armazenada e ativar, de forma mais eficiente, o tecido adiposo marrom. O amarronzamento
ocorre com a ativagdo de receptores adrenérgicos nas membranas dos adipdcitos marrons,
gerando uma cascata de sinalizacdo intracelular que resulta um uma maior producgéo e
ativacdo da proteina UCP1 nas mitocdndrias destas células, aumentando assim a producéo
de calor pelo consumo de lipideo no tecido adiposo(Burl et al. 2018). Este fenémeno
também ocorre de forma natural nos organismos, caracterizando a elevada plasticidade do

tecido adiposo.

Ja adipdcitos rosa estdo localizados especificamente na mama, surgindo apenas
durante a gravidez e lactacdo. Adipdcitos rosa sdo células alveolares secretoras de leite que
podem surgir da transdiferenciacdo de adipocitos brancos durante a gravidez e lactacao.
Essas células sdo caracterizadas por abundantes goticulas lipidicas citoplasmaticas,
superficie apical com microvilosidades, reticulo endoplasmatico rugoso robusto (RER),
complexo de Golgi e granulos contendo leite. Como o 6rgdo adiposo adquire uma
coloracdo rosa durante a gestacdo e a lactacdo, essas células glandulares epiteliais foram
denominadas adipocitos rosados (Cinti 2018) (Giordano et al. 2014). Estudos a respeito da

biologia de adipdcitos rosas sdo recentes, logo, pouco se sabe a respeito da influencia
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dessas células no céncer, embora pesquisas estejam sendo desenvolvidas a fim de
responder possiveis influencias que essas células podem ter no desenvolvimento do cancer

de mama. A diferenca celular entre os adipdcitos esta sintetizada na figura 05.
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Milk production )
Energy storage during pregnancy Thermogenesis Thermogenesis
Endocrine organ Energy storage Endocrine organ

%Mitochondria Q Nucleus Q Lipid storage

Figura 5. Adipdcitos branco, rosa, bege e marrom. Os adipécitos sdo divididos em 4 tipos de células que
possuem caracteristicas morfologicas e funcionais diferentes. Fonte: The Impact of the Adipose Organ Plasticity on

Inflammation and Cancer Progression, Luis H Correa, Gabriella S Heyn e Kelly G Magalhdes. Cells, 2019. Tendo
em vista a grande capacidade de regular a homeostase energética corporal, assim como
modular o perfil inflamatério de forma local e sistémica, os tecidos adiposos tem sido alvo
de pesquisas com grande aplicabilidade no combate a obesidade, diabetes e cancer. Sendo
a inflamacdo um dos principais meios de sinalizacdo dos adipdcitos na regulacdo da
homeostase, tornou-se necessario o entendimento de mediadores inflamatérios e
inflamassomas para elucidar como esses tecidos agem nesta regulacéo.

O Inflamassoma NLRP3

O Inflamassoma NLRP3, assim como outros inflamassomas, exerce um papel central
no controle da inflamacdo pela maturagcéo de citocinas. Os inflamassomas s&o descritos
como um conjunto de proteinas que se agrupam intracelularmente e atuam na ativacao de
caspase-1 pela clivagem da pro-caspase-1 (Yang et al. 2019). Caspase-1, por sua vez, é
uma enzima que age na ativacdo das citocinas pro-inflamatérias IL-1p e IL-18, que irdo

induzir inflamacé&o local e sistémica (Liu et al. 2016).

Atualmente, alguns inflamassomas ja estdo bem caracterizados, podendo-se citar 0s
NLRP3, NLRP1, AIM2 e NLRC4. Contudo o inflamassoma NLRP3 é o melhor descrito,
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sendo um importante complexo imunoldgico que atua na linha de frente no combate a
infecgBes pela imunidade inata (He, Hara, & Nufiez 2016). O inflamassoma NLRP3
compreende trés bases funcionais, uma regido NOD de regulacdo localizada na posigédo
central, uma regido N-terminal efetora envolvida na sinalizacdo, presente nessa regiao um
dominio pirina (PYD), um dominio responsavel pelo recrutamento de caspase (CARD), ou
um dominio inibidor de baculovirus (BIR); e a regido C-terminal que é composta por
repeticdes ricas em leucina (LRRs). Para que haja a montagem e ativagcdo correta do
inflamassoma, dois sinais sdo necessarios para a eficiente maturacdo de IL-1p e IL-18. O
primeiro sinal consiste da sinalizacdo por PRRs que induzam a ativacdo do fator de
transcricdo NF-kB, promovendo a transcrigdo de pro-IL-1p e pro-1L-18; o segundo sinal,
consiste no processamento proteolitico desses precursores em suas formas biologicamente

ativa via caspase-1, a qual é ativada pelo inflamassoma (Eicke Latz, T. Sam Xiao 2013).

Apés a ativacao, a proteina NLRP3 interage com ASC via PYD, e o dominio CARD da
proteina adaptadora ASC recruta o dominio CARD da pro-caspase-1 para formar o
complexo NLRP3-ASC-pro-caspase-1, também chamado de inflamassoma NLRP3, e
caracterizado como a via canbnica de montagem do inflamassoma NLRP3 (Karen V.
Swanson 2019). Além da via convencional, hd também a via ndo-candnica, onde ha a
participacdo da caspase-11 em murinos ou a suas homologas em humanos, caspases-4/5.
Na via ndo-candnica, o estimulo microbiano intracelular se liga diretamente as caspases. A
ativacdo dos receptores ou ligacdo das caspases com o estimulo, leva ao recrutamento das
proteinas do inflamassoma e a oligomerizacdo da pro-caspase-1, que promove sua
autoprotedlise e consequente ativacdo leva a clivagem e a secrecdo de IL-13 ¢ IL-18 ou a
morte celular chamada piroptose (Kayagaki et al. 2011).

Em funcdo da grande diversidade quimica e estrutural dos estimulos que ativam o
NLRP3, é provavel que o NLRP3 detecte um sinal celular comum induzido em resposta
aos ativadores do NLRP3. Varios eventos moleculares e celulares tém sido propostos como
desencadeantes da ativacdo do inflamassoma NLRP3, incluindo efluxo de K +, sinalizagdo
de Ca2 +, espécies reativas de oxigénio (ROS), disfuncdo mitocondrial e ruptura
lisossomal (Yang et al. 2019). Contudo, a superativagdo deste inflamassoma tem sido
ligado ao desencadeamento de algumas doencas autoimune assim como doengas

metabdlicas ligadas a inflamagé&o.
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Tendo em vista a grande importancia da atividade do inflamassoma NLRP3 no controle
da inflamacéo através da maturacdo de IL-1p e IL-18, estudos tém sido feito com intuido
de elucidar o papel deste inflamassoma no desenvolvimento de algumas doengas, como por
exemplo, a relacdo inflamassoma NLRP3 e cancer (Moossavi et al. 2018). A relacdo da
inflamacédo e do processo de estabelecimento e progressdo tumoral ja é bem estabelecida.
Macréfagos, linfécitos e células assassinas naturais (NKs) podem ser recrutadas e
polarizadas no microambiente tumoral a fim de favorecer o processo de desenvolvimento
do tumor (Corréa et al. 2017). Embora o papel do inflamassoma NLRP3 no cancer ainda
ndo esteja totalmente elucidado, estudos mostram um papel dual deste complexo na
tumorogeneses. Foi demostrado que a producdo de IL-18 estd associada com a maior
producdo de interferon-gama (INF- y) e ativacdo de transdutor de sinal e ativador de
transcricdo (STATL) envolvida na protecdo contra tumorigénese de colorretal (Zaki, Md.
Hasan, Peter Vogel & 2011). Em adicédo, grandes producdes de IL-18 pelo inflamassoma
NLRP3 sdo responsdveis por uma intensa ativacdo e recrutamento de células NK,
desencadeando o processo de morte celular por apoptose pelo mecanismo de ligante FasL e
células tumorais (Dagenais & Saleh 2016). Em complemento, em um estudo utilizando um
modelo pré-clinico de cancer associado a colite (CAC), camundongos sem as proteinas
adaptadoras de inflamassomas PYCARD (ASC) e caspase-1 demonstraram aumento da
doenca, morbidade e formacdo de pélipos (Wei et al. 2013).

Em contrapartida, a elevada ativacdo do inflamassoma NLRP3 e grande produgéo de
IL-1pB sdo responsaveis por um pior prognostico durante o cancer de mama (Kolb et al.
2014). A producdo de IL-1B é regulada positivamente durante o inicio do processo de
desenvolvimento tumoral de mama, onde estudos recentes mostraram uma correlagdo entre
a producdo de Fator de crescimento de fibroblasto 1 (FGFR1) e a produgdo de IL-1p,
mostrando que a grande ativacdo deste inflamassoma pode ser um facilitador durante o
processo de angiogénese, consequentemente facilitando o processo de metastase (Reed et
al. 2009). Em adicdo, a ativagao do inflamassoma NLRP3 no tumor de mama tambem esta
relacionada com a grande ativacdo de esfingosina-1-fosfato (S1P) (Tsuchida et al. 2017). A
sinalizacdo S1P esta envolvida em varias vias bioldgicas celulares e, possivelmente, regula
0 crescimento, a proliferacdo, o desenvolvimento e a sobrevivéncia celular e €

consideravelmente produzida por macrofagos (Weigert, Weis, & Br 2009).

Os macrdfagos associados ao tumor (TAMS), entre outras celulas imunes que infiltram

o tumor, desempenham um papel importante na propagacdo do tumor. Durante estagios de
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desenvolvimento tumoral, grande quantidade de IL-1p é produzida como consequéncia da
elevada ativagdo do inflamassoma NLRP3 (Chanmee et al. 2014), induzido por sua fez
uma ativacao elevada da sinalizacdo S1P, mostrando que uma ativagédo deste inflamassoma
de forma desregulada pode levar um agravamento tumoral. Além disso, Observou-se que 0
NLRP3 promove a expansao de macrofagos imunossupressores. A ativacdo do NLRP3 em
macrofagos conduz a diferenciacdo de células T CD4 +, Th2 e Thl7, enquanto suprime a
inflamacdo do tipo 1 (Daley et al. 2016). A funcdo exata dos inflamassomas no
desenvolvimento de doencas metabolicas, como cancer, esta cada vez mais elucidada, em
que a inibicdo especifica de inflamassomas pode ser uma nova ferramenta para a
manipulacdo de células tumorais, aumentando a eficacia das abordagens ja empregadas na

imunoterapia.

O inflamassoma NLRP3 também possui um papel chave na modula¢do do tecido
adiposo, sendo um importante veiculo para regulacdo da inflamacgéo, que pela secre¢édo de
IL-1pB regula a polarizacdo de macrdfagos, assim como estd relacionado com a obesidade e
resisténcia a insulina (Esser et al. 2014). Estudos tém mostrado que a expressao de Nlrp3
no tecido adiposo visceral estd ligado a um maior ganho de peso em camundongos
submetidos a dieta com alta concentracdo de gordura, quando comparados com a dieta com
niveis normais de lipideos, mostrando que a alta expressdo deste gene estd ligado com o
ganho de peso destes animais (G. Betanzos-Cabrera, D. Estrada-Luna 2012). Em
corroboracdo com estes dados, outros experimentos recentes vém mostrando que
camundongos deletados para o gene da proteina NIrp3 tém uma maior resisténcia ao ganho
de peso (R. Stienstra 2011). O papel do inflamassoma NLRP3 nos tecidos adiposos vem
sido cada vez mais estudado, ligando a importancia das células imunes no tecido com o

desenvolvimento de doencgas metabdlicas.

Em adicdo, o pesquisador Marc G. Jeschke demostrou que a expressdo de NIrp3
tambem esta relacionado com o processo de amarronzamento do tecido adiposo branco.
Por meio de dados experimentais, ele demostrou que camundongos deletados para esta
proteinas tiveram niveis de marcadores de amarronzamento significantemente aumentados,
como a expressdo de PPARy , CIDEA, UCP1 e PGC1 em diferentes tempos (Jeschke
2019). A correlagdo do inflamassoma NLRP3 com a polariza¢do de macréfagos no tecido
adiposo é direta. Visto que a obesidade esta ligada com um maior numero de macrofagos

no tecido adiposo e esse por sua vez expressando maiores quantidades deste inflamassoma,
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torna-se necessario o aprofundamento no entendimento das relagdes moleculares entre

NLRP3, tecido adiposo e o desenvolvimento de doengas metabdlicas.
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Justificativa

Tendo em vista a eminente importancia do tecido adiposo no controle da inflamacéo, e
essa por sua vez, exercendo um papel chave na progressdo tumoral do cancer de mama,
torna-se de grande importancia o melhor entendimento das relacdes celulares entre células
tumorais e adipocitos, e o microambiente envolvido neste processo. O tecido adiposo
apresenta diferentes fendtipos, entre eles 0os mais bem descritos sdo 0s brancos e marrons.
Embora ambos sejam tecidos com grande armazenamento energético, eles apresentam
significantes influéncias na modulacdo da inflamacdo. Entretanto, mecanismos exatos de
como os tecidos adiposos influenciam no estabelecimento do cancer de mama ainda

necessitam de estudos.

. A expressdo elevada de proteinas do inflamassoma NLRP3 pode influencia a
progressdo tumoral de mama pela elevada secrecdo de IL-1p, polarizando células imunes
podendo desencadeia uma serie de eventos no microambiente tumoral (Moossavi et al.
2018) (Crispim 2017). Levando em consideragdo a importancia do tecido adiposo na
manutencdo do microambiente, torna-se crucial o entendimento de como o inflamassoma
NLRP3, assim como o papel das Caspases 1/11 de tecidos adiposos agem na modulacédo da
inflamacdo e estabelecimento do céncer de mama para que futuramente sejam
desenvolvidos moléculas com potenciais terapéuticos a fim de ser utilizado como

coadjuvante no tratamento do cancer de mama.
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Objetivos
Objetivo geral:

Analisar o papel dos produtos de secrecdo dos tecidos adiposos brancos e marrons na
modulacdo de parametros carcinogénicos de ceélulas de cancer de mama, avaliando a

influéncia das proteinas NLRP3 e Caspase 1/11 neste processo.

Objetivos especificos:

- Verificar se os produtos de secrecéo de tecidos adiposos brancos e marrons, selvagens
e deficientes para Caspasel/11 e NLRP3, modulam nas células de cancer de mama os

seguintes parametros:

e Viabilidade e morte celular

e Proliferagdo celular

e Secrecdo de citocinas pré- e anti-inflamatérias

e Biogénese de corpusculos lipidicos

e Geracdo de espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico

e Modulacdo no perfil proteico das células tumorais

- Analisar se os produtos de secrecdo de tecidos adiposos brancos e marrons, selvagens
e deficientes para Caspasel/11 e NLRP3, modulam o perfil de linfécitos TCD4+, TCD8+ e
celulas NK

- Investigar se os produtos de secrecdo de tecidos adiposos brancos e marrons,
selvagens e deficientes para Caspasel/11 e NLRP3, modulam a biogénese de corpusculos

lipidicos de macrdfagos e sua polarizagédo

- Caracterizar os efeitos da presenca e auséncia das proteinas Caspasel/11 e NLRP3

sobre os tecidos adiposos brancos e marrons, analisando:

e A morfologia destes tecidos
e Ainfiltragdo de macrofagos nestes tecidos
e A produgdo de citocinas pro- e anti-inflamatérias

e O perfil global lipidico nestes tecidos
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Metodologia

Experimentos com animais

Foram utilizados camundongos fémeas C57BL/6 caspase 1/11 -/- , C57BL/6 NlIrp3-/ -

C57BL/6 selvagens a 23 + 1 ° C em ciclo de luz / escuro de 12 horas com acesso livre a

comida. Os camundongos NIrp3 - / - e caspase-1/11 - / - foram fornecidos pela

Universidade de Sao Paulo em Ribeirdo Preto, enquanto os C57BL/6 eram do biotério da

Universidade de Brasilia. Para experimentos ex vivo, foram utilizados trés a seis

murganhos por grupo. O Comité de Etica em Uso Animal do Instituto de Ciéncias

Biologicas da Universidade de Brasilia aprovou todos os procedimentos realizados neste
trabalho.

Culturas celulares

a)

b)

Células 4T1: Celulas tumorais triplo negativas da glandula mamaria, origem
murina (Mus musculus) foram utilizadas in vitro cultivadas em meio DMEM
adquirido da Sigma-Aldrich e suplementado com bicarbonato de sédio, 10% de
Soro Fetal Bovino (SFB), 40pg/mL de Gentamicina em estufa imida a 37°C a 5%
CO2.

BMDM (Bone Marrow Derived Macrophage) foram utilizados a fim de avaliar a
modulacdo destas células pelo tecido adiposo. Células totais foram retiradas dos
fémures de camundongos selvagens e cultivadas em placas de Petri na presenca de
10 mL de meio RPMI 1640 (Gibco, Life Technologies, MD, EUA), 1% de
penicilina e estreptomicina e 30% de sobrenadante de cultura de células L929
(LCCM - L-Cell Conditioned Media) como uma fonte de M-CSF ( do inglés
MAcrophage Colony-Stimulating Factor) (meio R20/30). Quatro dias depois da
extracdo das células e plagueamento, foram acrescentados mais 10 mL de meio
R20/30. No sétimo dia de cultivo, as células foram desaderidas e utilizadas nos

devidos experimentos.

Obtencdo do produto de secrec¢ao do tecido adiposo e estimulo celular

O tecido adiposo branco foi obtido a partir da tuba uterina, onde estdo sob influéncia

mais imediata de hormonios femininos e tecido adiposo marrom da regido supraescapular

de camundongos C57BL / 6 selvagem, Caspase 1/11 - / - e Nlrp3 - / - e cultivados em meio
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de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) contendo 10% soro bovino fetal
(FBS), albumina de soro bovino a 1% (BSA), 10 mg de estreptomicina e 25 pg/mL de
anfotericina B e incubado a 37°C e 5% CO2 durante 24 horas. Ap6s 24 horas de tecido
adiposo incubado em meio DMEM, o sobrenadante livre de células foi coletado,
centrifugado a 1500 RPM por 10 minutos e usado para estimular células de cancer de

mama ou esplendcitos.
Estimulagdo de células de cancer de mama 4T1

4T1 foram estimuladas com o produto de secrecdo dos tecidos adiposos na proporgao
de 2:1 ( duas partes de meio de cultura pra 1 parte de produto de secre¢cdo) em DMEM
contendo 10% de soro bovino fetal (FBS) e 10 mg de estreptomicina e 25 / mL de

anfotericina B numa incubadora a 37 e 5% de CO2.
Analise de esplendcitos

O baco dos camundongos foi dissociado utilizando uma rede porosa e 0s esplendcitos
foram colhidos de camundongos selvagens C56BL / 6. As células foram cultivadas em
meio completo RPMI suplementado com 10% de SFB. Apds 24 horas, os esplendcitos
foram estimulados com meio condicionado pelo tecido adiposo branco e marrom de
C56BL / 6 tipo selvagem, caspase 1/1 - / - e Nlrp3 - / - por 72 horas. Durante as ultimas 4
horas de estimulacdo, um inibidor do transporte intracelular Brefeldina A (Invitrogen-10ug
/ ml) foi adicionado para bloquear a secrecdo de citocinas. Dependendo do experimento.
Os esplendcitos foram marcados na superficie com anti-CD3 (FITC), anti-CD3 (APC) anti-
CD4 (PE); anti-CD8 (APC), anti-CD8 (PE) e anti-NKT1.1 (PE). Para a marcagédo
intracelular, as células foram permeabilizadas com saponina 0,1% e marcadas para
deteccdo de IL-4 (FITC), IFN-y (FITC) e Granzyma B (FITC). As células foram
ressuspensas em 400uL de 1% de paraformaldeido e 10% de solucao de FBS. A citometria
de fluxo foi realizada usando FACSVerse (BD Biosciences) e analisada pelo software
FlowJo versdo 9 (Treestar, Ashland, OR).

Morte celular

A apoptose e a necrose foram medidas em células 4T1 estimuladas com produto de

secrecdo de tecido adiposo branco e marrom selvagens, Caspase 1/11 -/ - e Nlrp3 -/ -. A
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analise de perfil de morte celular foi realizada por citometria de fluxo utilizando os agentes
fluorescentes Anexina V-FITC e lodeto de propideo. 10° células foram semeadas em
placas de 24 pocos e apds adesdo foram estimuladas por 24 e 48 horas com os produtos de
secrecdo dos tecidos adiposos descritos acima. Apds os tempos de estimulo, as células
foram coletadas e lavadas duas vezes com PBS 1X em centrifugacdo a 1500 rpm. As
células foram entdo ressuspendidas em 100 pL de tampdo de ligacdo 1 X (10 mM de
HEPES/NaOH pH 7,4 140 mM de NaCl e 2,5 mM de CaCl2), 2 pyL de Anexina V-FITC
(quatroG) e 2 pL de iodeto de propideo (quatroG) e incubadas por 15 minutos a
temperatura ambiente ao abrigo de luz. Apés essa etapa, as células foram lavadas uma vez
com PBS 1 X, ressuspendidas em 400 pL de tampdo de ligagdo 1 X e imediatamente
analisadas em citometro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences) utilizando os canais
FL-1 e FL-3, ambos em escala exponencial. Os dados obtidos foram analisados utilizando
o software FlowJo V10 (Tree Star Inc). Como controle experimental foram utilizadas

células aquecidas a 100 °C por 10 minutos.
Viabilidade celular

Para a analise de viabilidade de células de cancer de mama sobre influencia do
produto de secrecdo vindo de tecidos adiposos brancos e marrons selvagens e deletado para
proteinas do inflamassoma NLRP3, foi realizado um ensaio com MTT (3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio brometo). E. 5x10° células foram plaqueadas em
placa de 96 pocos e estimuladas com produto de secre¢do vindo de tecidos adiposos
brancos e marrons por 24h. Apds o tempo de estimulo, as células foram expostas a uma
solucdo de 6,66 % MTT (Life Technologies). O sobrenadante foi descartado e os cristais
de formaram foram dissolvidos utilizando-se 100 pL de DMSO. A leitura da absorbancia
foi realizada em 570 nm utilizando o espectrofotdmetro Spectramax M3. A anélise dos
dados de viabilidade foi feita utilizando o software GraphPad Prism, considerando a
média do valor de absorbancia do ndo-estimulado como 100% de viabilidade e analisando
0s outros grupos de forma proporcional. O controle experimental foi obtido expondo as
células ao agente citotoxico DMSO.

Formacéo de poros na membrana plasmatica

A anadlise da influéncia do produto de secrecdo de tecidos adiposos selvagens e

deletados de proteinas do inflamassoma NLRP3 sobre a formagdo de poros na membrana
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plasmatica das células 4T1 tratadas foi realizada por meio de um ensaio de poros, que
consiste na andlise de emissao de fluorescéncia de forma cinética pelo iodeto de propideo.
10° células foram plagueadas em placas de 96 pogos de paredes escuras, adicionando entdo
0 lodeto de propideo 3 pg/mL e os estimulos vindo dos diferentes tipos de tecido adiposo
em RPMI sem vermelho de fenol suplementado com 5 % de soro fetal bovino e 1 % de
Penicilina/Estreptomicina. Logo ap6s o estabelecimento do estimulo, os valores de
fluorescéncia do iodeto de propideo foram detectados em espectrofotdmetro Spectramax
durante 12 horas em intervalos de 5 minutos entre as leituras utilizando comprimentos
onda de excitacdo de 538 nm e de emissao de 617 nm. Os dados obtidos foram analisados

utilizando o software GraphPad Prism.
Proliferacdo celular

Tendo-se como objetivo analisar o efeito do produto de secre¢do dos tecidos
adiposos sobre a proliferacdo de células 4T1 foi realizado um ensaio utilizando o CFSE.
Esse composto fluorescente é permedvel a membrana caracteriza-se por interagir com
aminas citoplasmaticas. Uma vez que a célula realiza o processo de divisdo celular, as
moléculas de CFSE sdo igualmente divididas entre as células filhas, diluindo assim a
fluorescéncia presente em cada célula gerada. 10° células foram introduzidas em placas de
24 pocos, apds completa adesdo foram lavadas uma vez com PBS 1 X e expostas a 5 uM
de CFSE (eBioscience) diluido em PBS 1 X por 15 minutos a temperatura ambiente. Apds
incubacdo com o agente fluorescente, as células foram expostas a Soro Fetal Bovino a 4 °C
a fim de se eliminar o CFSE extracelular, lavadas uma vez com PBS 1X e estimuladas por
24 horas. As células foram entdo coletadas, lavadas uma vez com PBS 1 X em
centrifugacdo a 1500 rpm e fixadas em 400 pL de paraformaldeido 1 X. As células foram
analisadas em citdmetro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences) em canal FL-1 em
escala exponencial e os dados foram analisados utilizando o software FlowJo V10 (Tree
Star Inc). O controle experimental foi obtido expondo células marcadas com CFSE a 5 uM

de colchicina por 24 horas.
Biogénese de corpusculos lipidicos

A fim de se analisar por citometria de fluxo se o tratamento com diferentes produtos
de secregdo dos tecidos adiposos afetam a biogénese de corpusculo lipidico em células de

cancer de mama, utilizou-se a sonda fluorescente lipofilica BODIPY 493/503 (Life
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technologies), a qual interage com lipideos neutros, abundantes no interior de corpusculo
lipidico. 105 células foram semeadas em placas de 24 pocos e estimuladas por 24 e 48
horas. Apos tempo de estimulo, as células foram coletadas, lavadas duas vezes com PBS
1X e incubadas numa solucdo de Bodipy/PBS em uma propor¢do de 1/5000 a 4 °C ao
abrigo de luz. Em seguida as células foram lavadas duas vezes com PBS 1 X e
ressuspendidas para fixacdo em 400 pL de paraformaldeido 1 X. As amostras foram
analisadas em citdmetro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences) utilizando o canal FL-1
em escala exponencial. Os dados foram analisados utilizando o software FlowJo V10 (Tree
Star Inc).

Em complemento aos dados de citometria de fluxo, também foi verificado a
biogénese de corpusculo lipidico por microscopia dptica. Foi realizada marcagdo com 0s
corantes Oil Red O e hematoxilina. 10° células foram plaqueadas em placas de 24 pogos
contendo laminulas tratadas para cultura celular. Depois de estarem aderidas nas laminulas,
as células foram tratadas com o produto de secrecdo de tecido adiposos brancos e marrons
por 24 horas. Apos estimulo, as células foram fixadas utilizando formalina 3,7 % por 10
minutos. A seguir as células foram lavadas trés vezes com agua destilada e expostas por 2
minutos a PEG 100 %. No passo seguinte, o excesso de PEG 100 % foi retirado e as
células foram incubadas com Oil Red O 0,5 % por 15 minutos. As células foram
novamente lavadas trés vezes com &agua destilada e marcadas com hematoxilina por 3
segundos. Apos novas lavagens, as laminulas foram montadas em laminas com o auxilio
de esmalte transparente e as imagens foram adquiridas utilizando microscopio de luz
(ZEISS) e o software Zen.

Producdo de espécies reativas de oxigénio

Com o objetivo de verificar se os produtos de secrecdo de tecidos adiposos sao
capazes de modular de forma diferencial espécies reativas de oxigénio em células 4T1,
realizou-se ensaio com a sonda DCF-DA. Esse ensaio se baseia no fato de que o DCF-DA
é convertido em um composto ndo-fluorescente no interior da célula. Esse composto
quando oxidado por espécies reativas de oxigénio gera um composto fluorescente (DCF).
10° células foram plaqueadas em placas de 24 pocos e estimuladas por 6 horas. Apds
tempo de estimulo, as células foram expostas a 20 UM de DCF-DA por 30 minutos a 37 °C
ao abrigo da luz. Depois marcacdo, as celulas foram coletadas, lavadas trés vezes com PBS

1 X e ressuspendidas em 400 pL de PBS 1 X. As amostras foram imediatamente
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analisadas em citémetro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences) utilizando o canal FL-1
em escala exponencial. Os dados foram analisados utilizando o software FlowJo V10 (Tree
Star Inc).

Secrecao de 6xido nitrico

Com o intuito de analisar se o tecido adiposo € capaz de modular de forma
diferenciada a secre¢do de Oxido nitrico pelas células de cancer de mama 4T1, foi
conduzida dosagem utilizando o reagente de Griess. 10° células foram semeadas em placa
de 24 pocos e estimuladas com o produto de secrecdo de tecidos adiposos brancos e
marrons selvagens e deletados das proteinas Caspase 1/11 e NIrp3 por 24 horas. Apds 0s
tempos de estimulo, os sobrenadantes de cultura foram coletados, transferidos para placa
de cultura e expostos a solucdo de Griess (Sulfanilamida 14,5 M, N-1-naftiletilenediamina
9,64 M, acido fosférico 0,0125 % em 4&gua destilada). A curva padrdo, composta por
crescentes concentracGes de nitrito de sodio diluido em meio de cultura DMEM, também
foi exposta ao reagente de Griess. Apds incubacdo por 10 minutos a temperatura ambiente,
os valores de absorbancia das amostras foram obtidos a 540 nm utilizando o
espectrofotdbmetro Spectramax M3

Dosagens de citocinas

A secrecdo de citocina foi analisada em tecido adiposo branco e marrom de
camundongos C57BL / 6 (selvagem), caspase 1/11 - / - e NIrp3 - / -, bem como células
4T1, estimuladas com tecido adiposo branco e marrom. Para a quantificacdo de citocinas
nos tecidos adiposos, o tecido adiposo marrom e branco foi coletado e congelado em
nitrogénio liquido para posterior extracdo proteica. Para a quantificacdo da secrecdo de
citocinas pelas células 4T1 apés estimulo com o produto de secrecdo de tecidos adiposos
brancos e marrons, apds 24 horas de estimulo, o sobrenadando foi coletado e a dosagem foi
realizada A secre¢é@o de citocina foi medida por ELISA de acordo com as instrugdes do
fabricante. As placas foram lidas apds a adi¢do da solucdo de parada a 450 nm usando

espectrofotdbmetro SpectraMax M3 (Molecular Devices, Sunnyvale, EUA

Histologia dos tecidos adiposos

Marcacdo com Hematoxilina e Eosina do tecido adiposo: O processo de coloracdo se deu

pelo corte do tecido adiposo seguido do processo de marcacdo com Hematoxilna e Eosina.
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Inicialmente foi feito a desparafinizacdo dos tecidos utilizando Xilol I e Il seguido da
hidratagdo das amostras com alcool etilico 100%, 80% e 70% respectivamente. Apos a
lavagem foi feito a coloragdo por 3 minutos com a Hematoxilina e em seguida por 7
minutos com Eosina. Apés lavagens, uma nova desidratacdo foi feita com alcool etilico
100%, 80% e 70% respectivamente e finalizado com a fixacdo com Xilol I e 1l. As

imagens foram adquiridas obtidas utilizando o microscopio de luz (ZEISS) e software Zen.

- Infiltracdo de macrofagos: cortes histoldgicos de quarto micrometros de espessura foram
obtidos a partir de material embebido em parafina e colhidos em ldaminas com 3 amino-
propyltriethooxy-silane (Sigma Chemical, MO/USA). Em seguida os cortes foram
desparafinizados com banhos em xilol e hidratadas com banhos em etanol 100%, 95% e
70% e lavagem em agua corrente por 5min. Em seguida foi feito o bloqueio de peroxidase
enddgena com agua oxigenada 3% por 10 min e o bloqueio de ligacBes inespecificas foi
feito com de leite desnatado a 10% por 30 min. Em seguida, as laminas foram incubadas
com o anticorpo anti-CD68 (c6d. CNL-CD163, CA, USA) na diluicdo de 1:300,
“overnight”. Para a revelagdo da marcacdo foi utilizado a solugcdo cromdgena TrueBlue
Peroxidase substrate (cdd. 71-00-64, KLP,USA) e 4gua oxigenada 3%. As laminas foram
lavadas e analisadas. As imagens foram obtidas utilizando o microscépio de luz (ZEISS) e
software Zen e a abundancia de macr6fagos nas laminas foi realizada utilizando o software

ImageJ.

Analise da expressao génica de marcadores de polarizacio de

macrofagos.

A analise de expressdo génica de marcadores de polarizacdo de macréfagos foi
realizada pela analise de macrdfagos estimulados com o produto de secrecdo de tecidos
adiposos brancos e marrons selvagens e deletados para proteinas do inflamassoma NLRP3.
Apdbs estimulos, as amostras foram submetidas a extracdo de RNA por Trizol (Life
Technologies, CA, USA). A sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir
de 2ug de RNA,e usando a enzima M-MLV e DNAse Buffer (Invitrogen™). A
quantificacdo relativa do nimero de cépias do mRNA foi determinada pelo PCR em tempo

real QuantStudio™ 12K Flex (Applied Biosystems™), através da determinacio do 244"

Lipidomica dos tecidos adiposos

Procedimento de extracdo de lipidios
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O meétodo de extracdo de lipidios foi modificado por Bligh-Dyer (1959). Em que a
amostra foi suspensa em 150 ul de agua Milli-Q no microtubo. Em seguida, 190 pL de
cloroférmio e 375 pL de metanol foram adicionados e a mistura foi agitada em vortex
durante 5 min em 1000 rpm. Assim, 190 pL de cloroférmio e 150 puL de agua Milli-Q
foram adicionados e agitados em vortex durante 1 min, e a mistura foi centrifugadas a
14000 x g durante 5 min para induzir a separacdo de fases. A camada organica inferior foi
recolhida, concentrada num aparelho Speed-Vac e reconstitua em 100 de uma solucéo de
cloroférmio / metanol (1:1). Infusdo por ESI-MS (FIE-MSMS) foi utilizada para anise de
metabolitos. A calibracdo do MS foi realizada utilizando uma mistura de fosfolipidios
composta por DOPE, DMPG, DPPA e DPPS.

Anélise Orbitrap

A anélise de MS dos padrdes lipidicos foi realizada por infusdo direta a uma taxa de
fluxo de 10puL / min, em uma bomba de seringa (11 Plus, Harvard Apparatus, Holliston,
MA, EUA) usando uma seringa de 500uL (Hamilton, Reno, NV, USA). Os espectros de
MS (cromatograma de corrente de ion total (TIC)) foram adquiridos em tensdo de
pulverizacdo de ions a -3500V e a faixa de varredura dos instrumentos foi definida em m/
z 66-1000. Os perfis lipidicos foram adquiridos na varredura completa do FTMS e no
modo de ions positivos. Fluxo de gas de bainha 15 unidades arbitrarias, fluxo de gas

auxiliar 5 unidades arbitréarias e temperatura capilar de 300 ° C.
Analise multivariada de dados MALDI-MS

fons lipidicos foram adquiridos, concentrados e processados usando o software
Xcalibur (Thermo Fisher). Os ions foram alinhados com uma tolerancia de massa de m / z
0,04 Da para limpidos. A intensidade relativa dos picos iénicos foi normalizada pela escala
de Pareto (centrada na média e dividida pelo desvio padrdo de cada variavel) como pré-
processamento para analise multivariada. Ambas as abordagens estatisticas nao
supervisionadas e supervisionadas foram aplicadas. Analise de componentes principais
(PCA) e minimos quadrados parciais - analise discriminante (PLS-DA) foi realizada nos
dados usando o MetaboAnalyst (software versdo 3.0) (XIA & WISHART, 2016) para
discriminar as amostras com base em suas impressdes digitais Orbitrap MS. Para

determinar os fatores independentes e as caracteristicas relevantes dentro do experimento,
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utilizou-se a Importancia Variavel em Projecdo (VIP) da anélise PSL-DA. Todos os dados
foram obtidos a partir de andlise ndo paramétrica. A Base de Dados do Metabolome
Humano - HMDB (WISHART et al., 2013) e a Estratégia de Metabolitos e Caminhos do
LIPID - LIPID MAPS® (Wellcome Trust) foram usados para identificar os lipidios.

Protedomica das células tumorais
Espectrometria de massa:

As anélises LC-MS / MS foram realizadas em um sistema Dionex Ultimate 3000
RSLCnano UPLC acoplado ao OrbitrapEliteTM (Thermo Scientific; San Jose, EUA), O
sistema de cromatografia foi equipado com uma embalagem interna de 2 cm % 100 pum 1i.d.
coluna de armadilha (ReprosilPur C18, 5 um, 120 A, Dr. Maich GmbH) e coluna analitica
de 35 cm x 75 um i.d (ReprosilPur C18, 3 um, 120 A, Dr. Maich GmbH). 1 pg de
peptideos foi automaticamente carregados na coluna trap a uma taxa de fluxo de 3 pl / min
em 98% de tampéo A (0,1% de &cido férmico em agua) e 2% de tampéo B (0,1% de acido
formico em acetonitrila) . Apds 10 min, os peptideos foram eluidos e separados a uma taxa
de fluxo de 230 nl / min na coluna analitica por um gradiente de 155 min de 10 a 35% de
tampé&o B, seguido de um gradiente de 35 a 90% de tampéao B em 15 minutos, seguido por
reequilibrio da coluna por 19 min. A aquisicdo no espectrémetro de massas foi realizada no
modo de aquisicdo dependente de dados (DDA). O ciclo DDA consistia em uma varredura
completa no FTMS, compreendendo uma faixa de m / z 300-1650 sob a resolucéo de
120.000 largura total a metade do maximo em m / z 400. Os 15 ions mais abundantes com
a intensidade de pelo menos 3000 contagens foram selecionados e fragmentado por
dissociacdo induzida por colisdo (CID). A fragmentacéo foi realizada com uma energia de
colisdo de 35%, controle automatico de ganho (AGC) de 1 x 106 e adquirida no analisador
de captura de ions com largura de isolamento de 2 m / z e AGC 1 x 104. A exclusdo
dindmica foi estabelecida em 90 s para favorecer a identificacdo de peptideos em menor

quantidade. fons com estado de carga +1 ou indeterminado foram excluidos.
Quantificacdo sem marcacao e identificacdo de proteinas

As analises protedmicas quantitativas sem marcacdo foram realizadas utilizando
replicados biologicos dos grupos e dos controles. A quantificacdo foi realizada usando o
Progenesis QI para software de protebmica (versdo 1.0; Non-Linear Dynamics, Waters,
Newcastle upon Tyne, Reino Unido). Os eventos MS1 foram alinhados e quantificados
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com base na area de pico dos ions extraidos, depois normalizados e comparados entre as
execucgdes e ventos apresentando uma diferenca significativa (valor de p ANOVA <0,05)
foram selecionados para identificacdo de peptideos, os respectivos espectros de MS / MS
foram exportados para 0 PEAKS Studio 7.0 (Bioinformatics Solutions Inc., Ontario,
Canada) para sequenciamento de novo e pesquisa em banco de dados usando o banco de
dados de proteinas Uniprot. Os pardmetros utilizados foram tolerdncia de massa de
peptideo de 10 ppm, toleréncia de massa de fragmento de 0,5 Da e duas clivagens perdidas
permitidas. As oxidacGes de metionina e a acetilacdo dos terminais N da proteina foram
especificadas como modificacdes variaveis, enquanto a carbamidometilacao da cisteina foi
especificada como uma modificagdo fixa. Para avaliar a taxa de identificacdo de falsos
positivos, 0 banco de dados usado foi revertido durante a consulta e anexado ao banco de
dados original. As proteinas identificadas com FDR <1% e pelo menos um peptideo Unico
foram reimportadas para o Progenesis QI, para quantificacdo de proteinas. As proteinas
quantificadas foram avaliadas estatisticamente quanto a diferenga entre as condicBes
(ANOVA) e agrupadas por analise multivariada (PCA e agrupamento de acordo com perfis

de abundancia).

Considerando o grande numero de proteinas quantificadas, os testes estatisticos foram
corrigidos por FDR para repeticdo multipla e submetidos a analises multivariadas post-hoc
e posteriores usando a plataforma Metaboanalyst. Analise estatistica

O GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software) foi utilizado para as analises estatisticas.
Os testes utilizados foram one-way ou two-way ANOVA para comparacdo de médias,
seguido do pos-teste de Turkey ou test t de student ndo pareado. A significancia estatistica
foi assumida com valor de p <0,05.
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Resultados

Funcao diferencial do tecido adiposo branco e marrom na viabilidade

e proliferacdo de células de cancer de mama.

NOs hipostenizamos que os tecidos adiposos brancos (WAT) e marrons (BAT) tém um
papel diferencial nos parametros carcinogénicos do cancer de mama. Para responder esta
questdo, as células 4T1 foram estimuladas com produtos de secrecdo de WAT e BAT
vindos de camundongos selvagens C56BL / 6. Em primeiro momento, analisamos a
viabilidade e proliferacdo celular do cancer de mama 4T1. A viabilidade das células do
cancer de mama 4T1 ndo foi modificada pelos produtos da secrecdo de WAT em
comparacao as células ndo estimuladas. Por outro lado, os produtos de secrecdo de BAT
reduziram drasticamente a viabilidade das células 4T1 em comparacdo com as células
estimuladas com os produtos de secrecdo de WAT e as células ndo estimuladas, sugerindo
que o BAT, mas WAT pode ter um efeito antitumoral nas células do cancer de mama (Fig.
6A).

Continuando com as analises dos parametros carcinogénicos, investigamos a
influéncia dos produtos de secrecdo de WAT e do BAT na proliferacdo celular 4T1. Além
da enorme diminuicdo da viabilidade celular, a secre¢do de BAT reduziu a proliferacdo de
células de cancer de mama em comparacdo com células ndo estimuladas e as células
estimuladas com a secre¢cdo de WAT. Confirmando a funcdo diferencial entre BAT e
WAT, as células estimuladas com os produtos de secrecdo de WAT tiveram a taxa de

proliferacdo aumentada quando comparadas as células ndo estimuladas (Fig. 6B).



47

A
) 150 A
*kkk
A I 1
S
> 100 A
=
o
>
— 504
)]
(@)
0= T
UNS WAT BAT
B)
UNS WAT BAT
100 100 100
801 80
g 8 60- 8 60
S k) kS
X X 404 S 40
20 20
ol— — AR o
CFSE CFSE CFSE

Figura 6. Modulagdo da viabilidade e proliferacio celular de células tumorais 4T1. Células 4T1 foram
plaqueadas e estimuladas com o produto de secre¢do de tecidos adiposos brancos e marrons por 24 horas (A)(B). Apds 0s
estimulos, as células foram analisadas no ensaio de MTT (A) e a citotoxicidade foi calculada a partir das médias dos
percentuais de células vivas em relagdo as células ndo-estimuladas (UNS), a quais foram consideradas 100 % vivas. Cada
barra representa a média do percentual = DP (n=3), o (DMSO) é o controle de morte celular e os asteriscos representam a
diferenca estatistica significativa (p < 0,0001) em relacdo ao N&o-estimulado (UNS) indicada por Teste T. Além da
viabilidade celular, a proliferacéo celular também foi mensurada (B) utilizando o reagente CFSE, seguida da analise por
citometira de fluxo (grafico representativo de trés experimentos) . Deslocamento dos picos calculados com base na
posi¢do do pico do UNS.



48

O tecido adiposo branco induz uma maior ativacao das células

tumorais de mama

A presenca de goticulas lipidicas (LD) nas células tumorais tem sido profundamente
implicada em processos neoplasicos e inflamatorios, estando ligada a muitos aspectos da
ativacdo celular (Bozza 2010). Com isso, analisamos a biogénese de LD em células de
cancer de mama estimuladas com os produtos de secre¢do de WAT e BAT, a fim de
verificar se, além dos tecidos adiposos atuarem de forma diferencial na viabilidade e

proliferacdo das células 4T1, também influenciavam na agressividade tumoral.

Nossos dados mostraram que as células 4T1 estimuladas com o produto secretério da
WAT aumentaram drasticamente a biogénese de LD no citoplasma de células 4T1 quando
comparadas com as células estimuladas com produtos de secrecdo BAT e com as células
ndo estimuladas (Fig.7A). Além disso, estes dados foram confirmados qualitativamente
pela marcacdo das células 4T1 com Oil Red O e analisados por microscopia de luz (Fig.
7B). Assim, o tecido adiposo branco é capaz de tornar as células tumorais
significativamente mais agressivas, mais proliferativas, ndo diminuindo a viabilidade

celular das células do cancer de mama, indicando um papel pré-tumorigénico deste tecido.
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Figura 7. Tecido adiposo branco induz biogénese de corpusculo lipidico em células tumorais de mama. 4T1
foram plaqueadas e estimuladas por 48 horas com produto de secrecdo de tecidos adiposos brancos e marrons. Células
foram marcadas com a sonda lipofilica Bodipy (FL-1) e adquirida em citometro de fluxo FACS Verse (A) (grafico
representativo de trés experimentos). O pico vermelho é referente ao deslocamento das células tumorais estimuladas com
o0 produto de secre¢do de tecido adiposo branco, enquanto o pico azul se refere ao deslocamento sofrido pelas células 4T1
estimuladas com o produto de secrecdo do tecido adiposo marrom, o terceiro pico cinza é referente as células ndo
estimuladas. (UNS). Células foram marcadas com corante marcador de lipideos neutros Oil Red O e 0 composto

marcador de ndcleo hematoxilina: (B).
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O tecido adiposo marrom induz maior producido de espécies reativas

(ER) em células tumorais de mama

Dando continuidade as analises de parametros capazes de modular o microambiente
tumoral, avaliamos a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (NO).
Levando em consideracdo o papel significativo das ROS na sinalizacdo e na manutencéao
celular (Wang et al. 2017), medimos a producdo dessas espécies reativas pelas células 4T1
sob influencia do produto de secrecdo de WAT e BAT. Os produtos da secre¢éo de tecidos
adiposos brancos e marrons induziram uma maior quantidade de geracdo de ER em
comparacdo com células tumorais ndo estimuladas. No entanto, observamos uma taxa de
producéo elevada de ROS em 4T1 quando estimulada pela secre¢do de BAT (Fig. 8A).
Este resultado mostrou que o tecido adiposo marrom pode ter atividade dual na progressao
tumoral, uma vez que este tecido induz altos niveis de ER. Além disso, a secrecdo de BAT
também induz niveis elevados de Nitrito, um indicador indireto da producdo de éxido
nitrico (Fig. 8B).
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Figura 8. Tecido adiposo marrom induz maior producédo de espécies reativas em 4T1. Células 4T1 foram
estimuladas com os produtos de secrecdo de tecidos adiposos brancos e marrons por 6horas, Apds a estimulagdo as
células foram marcadas com a sonda DFC-DA (A) e a geragdo de ERs nas células foi analisada por citometria de fluxo
(Grafico representativo de trés experimentos). Como controle negativo foi usado células ndo estimuladas (UNS). A
quantidade de Nitrito foi avaliada pela técnica de Griss (B). Cada barra representa a média do percentual + DP (n=3) e 0
asterisco (*) representa a diferenca estatistica significativa (p < 0,05) em relagdo ao Nao-estimulado (UNS) indicada
ANOVA.
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0O Tecido adiposo marrom induz morte celular por apoptose em

células de ciancer de mama.

Para verificar se o tecido adiposo pode modular a necrose e apoptose das células 4T1,
utilizamos citometria de fluxo e analisamos a populacdo de células 4T1 necrética e
apoptotica apds estimulo com produtos de secrecdo WAT e BAT. Os produtos da secre¢édo
de BAT selvagem induziram maior morte celular por apoptose em células 4T1 em
comparagdo com células ndo estimuladas. A presenca da proteina NLRP3 parece ser
essencial para a inducdo de morte celular por apoptose em células de cancer de mama, uma
vez que a falta de NLRP3 induz morte celular por apoptose de forma similar as células ndo
estimuladas. A auséncia de caspase 1/11 pode nédo influenciar a apoptose induzida por
BAT, uma vez que ndo houve diferenca entre BAT caspase 1/11 - / - e a BAT selvagem

sobre a apoptose das células 4T1.

Os niveis de apoptose nas células tumorais estimuladas com WAT foram muito
semelhantes as células ndo estimuladas e a auséncia de caspase 1/11 e NLRP3 ndo
modulou este efeito (Fig. 9). Este resultado mostra a diferenca entre BAT e WAT no

processo de morte celular de células tumorais.
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Figura 9. Inducéo de morte celular por apoptose e necrose em células tumorais de cancer de mama sobre
influencia de produtos de secre¢do de tecidos adiposos brancos e marrons. Células 4T1 foram estimuladas por 48
horas com o produto de secre¢do de tecidos adiposos brancos e marrons selvagens e deletados para as proteinas caspase
1/11 e NLRP3. Apds estimulo, células foram marcadas com Anexina V e lodeto de Propideo. Apds a citometria de
fluxo, os dados foram analisados no software FlowJ. (Gréafico representativo de trés experimentos).
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O tecido adiposo marrom induz poros na membrana plasmatica de

células tumorais com o papel das Caspases 1/11.

Para avaliar se o produto de secrecdo de WAT e BAT poderiam causar a formacéo de
poros na membrana, investigamos a formacédo de poros na membrana 4T1 usando o ensaio
de captagdo de iodeto de propidio (PI). Os resultados mostraram uma maior formacédo de
poros na membrana das células 4T1 estimuladas com a secrecdo de BAT em comparagao
com ceélulas estimuladas com secrecdo de WAT e ndo estimuladas (Fig. 10). Além disso, a
formacéo de poros da membrana em células 4T1 induzida pelo tecido adiposo marrom foi
intensamente aumentada com a auséncia das proteinas caspase 1/11 nos tecidos adiposos
marrons, mas a auséncia da proteina NLRP3 ndo modulou a formacéo de poros nas células
de cancer de mama. Embora a captacdo de Pl também tenha ocorrido com a secrecéo de
WAT em células 4T1, este evento foi significantemente mais visivel com o estimulo de

secrecdo de BAT.

Esses dados sugerem que BAT, com mais intensidade do que o estimulo vindo de
WAT, tem a capacidade de desencadear a formacdo de poros em células de cancer de
mama, e provavelmente induzir uma morte celular litica, e a auséncia de caspase 1/11

nesse tecido adiposo aumenta sua fungédo antitumoral.
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Figura 10. O tecido adiposo marrom induz poros na membrana de células tumorais com o papel das
proteinas Caspase 1/11. Células 4T1 foram estimuladas com produto de secrecéo de tecidos adiposos durante 14 horas e
a captacdo de PI foi detectado em espectrofotdmetro. Células 4T1 foram estimuladas com WAT e BAT selvagens (A),
com WAT deletado para as proteinas caspase 1/11 e NLRP3 (B) e por BAT deletado para as proteinas caspase 1/11 e

NLRP3(C).
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O tecido adiposo marrom modula o perfil inflamatério de células 4T1 com
a participacao do inflamassoma NLRP3

A capacidade de secretar mediadores inflamatérios do tecido adiposo branco j& é
conhecida, no entanto, nossos resultados mostraram que estas secre¢des podem influenciar
a producdo de citocinas em células tumorais de mama. Os dados de quantificacdo da
secrecdo de citocinas obtidos pelo ensaio de ELISA demonstraram ndo haver secre¢ao
diferencial significativa da citocina anti-inflamatéria do fator de crescimento
Transformante (TGF-B) em células 4T1 estimuladas com secrecdo de WAT e BAT
selvagens (Fig. 11A). No entanto, a auséncia de caspase 1/11 em BAT é capaz de modular
alguns parametros no tecido, que impactam na secrecao desta citocina pelas células 4T1. O
mesmo evento é observado em células 4T1 apo6s estimulo por WAT NLRP3 -/ -. Embora a
citocina 1L-33 tenha sido descrita como uma citocina anti-inflamatoria, varios estudos ja
mostraram que esta citocina pode atuar na promoc¢do da inflamacdo, estando ligada a

maturacgdo da IL-1p.

Esta dupla funcdo na modulacgéo inflamatoria da 1L-33 levou-nos a investigar o papel
do inflamassoma NLRP3 em WAT e em BAT e seus impactos na secre¢do de 1L-33 por
células 4T1 (Fig. 11B). Observamos que ambos WAT e BAT podem induzir a producéo de
IL-33 em células 4T1. Embora os valores da mensuracdo dada pela técnica de ELISA néo
tenham dado valores significativos entre a quantidade desta citocina produzida por células
4T1 na auséncia de componentes do inflamassoma, pode-se notar uma tendéncia na
diminuicdo da producdo desta citocina quando 4T1 sdo estimuladas com BAT depletado
para caspases 1/11, indicando um possivel papel destas enzimas na modulacdo de BAT que

talvez impacte no perfil inflamatério de células de cancer de mama.

Continuando a analise do papel de BAT e WAT na modulagdo da inflamagdo em
linhagem de células de cancer de mama, focamos nossa analise na medi¢do de citocinas
pro-inflamatorias tipicas, como o fator de necrose tumoral-a (TNF- ) e IL -12. O TNF- a
estd intimamente ligado & modulacdo do microambiente tumoral através da mediacao
inflamatoria induzindo a morte celular e aumentando a inflamagdo(Ham et al. 2016).
Assim, analisamos a producdo de TNF- a pela linhagem celular de cancer de mama 4T1
que foi estimulada com produtos de secrecdo de WAT e BAT de camundongos selvagens e
deficientes para caspases 1/11 e NLRP3 (Fig. 11C).
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Nosso resultado mostrou que o estimulo de BAT pode induzir uma producéo elevada
de TNF- a pelas células 4T1 em comparagdo com células ndo estimuladas. No entanto, a
auséncia de caspase 1/11 altera o tecido BAT levando a diminui¢do da quantidade desta
citocina pro-inflamatdria em células 4T1. A auséncia da proteina NLRP3 ndo afetou o
tecido adiposo em niveis suficientes para modular a producdo de TNF- a em células 4T1.
Também analisamos a producdo de IL-12 por 4T1 sob estimulo de WAT e BAT (Fig.
11D). O resultado mostrou que a caspase 1/11 provavelmente tem um papel importante em
WAT, uma vez que a auséncia dessa proteina nesse tecido promove um enorme aumento

na secrecdo de IL-12 por 4T1, quando a linhagem é estimulada por este tecido,

promovendo a inflamagéo.

150+

IL-33 pg/ml

UNS WT Casp 1117 NLRP3 *

UNS WT Casp /117" NLRP3 ™

200+

IL-12 pg/ml
TNF-a. pg/ml

UNS WT Casp /117" NLRP3 "
UNS wT Casp /11" NLRP3 ™"

Figura 11. Modulacdo da secrecdo de citocinas anti e pro-inflamatéria em células tumorais de mama
estimuladas com tecidos adiposos brancos e marrons. 4T1 foram plaqueadas e estimuladas com o produto de secre¢do
de BAT e WAT selvagens e deletados para proteinas do inflamassoma NLRP3 por 24 horas. Apds os estimulos, o0s
sobrenadantes de cultura foram coletados e a quantidade de TGF-B (A), IL-33 (B), TNF-a (C) e IL-12 (D) foram dosadas
por ELISA. Barras azuis correspondem a células 4T1 estimuladas com produtos de secre¢do de tecidos adiposos marrons
e as barras vermelhas correspondem a células 4T1 estimuladas com produtos de secrecdo de tecidos adiposos branco.
Cada barra representa a média do percentual + DP (n=3), e um asterisco (*), dois asteriscos (**) e trés asteriscos
representam a diferenga estatistica significativa (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001, respectivamente) em relacdo ao Nao-
estimulado (UNS) indicada por ANOVA.
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O produto de secrecao do tecido adiposo branco e marrom modula o
perfil proteico de 4T1 com a participacdao do inflamassoma NLRP3.

Os tecidos adiposos sdo capazes de modular a homeostase tecidual por via de
secrec¢do, tanto celulas adjacentes quanto células mais distantes. A modulacdo hormonal do
tecido adiposo por via paracrina tem sido largamente caracterizada, mostrando um papel
fundamento do tecido adiposo no desenvolvimento de tumores e outras doencas
metabolicas (Aguilar-Salinas et al. 2008). Sendo assim, hipotetizamos que os tecidos
adiposos branco e marrom sdo capazes de modular via secrecdo, proteinas nas células
tumorais de cancer de mama.

A fim de fazer uma analise geral das proteinas moduladas pelo produto de secrecéo
do tecidos adiposo branco e marrom, tanto dos tecidos selvagens quanto dos tecidos
deletados para as proteinas Caspase 1/11 e NLRP3 foi analisado por LC-MS-MS o perfil
proteico das células tumorais apds 24 horas de estimulo. Apos as analises dos dados, 0s
graficos indicam tanto o tecido adiposo marrom quanto o branco modulam de forma
diferencial as proteinas intracelulares das células, como por ser visto pela separacdo dos
grupos (Fig. 12A). O mesmo evento foi observado quando as células tumorais foram
estimuladas com o produto de secrecdo do tecido adiposo branco e marrom deficientes
para as proteicas Caspase 1/11 e NLRP3 (Fig. 12 A e B). E possivel notar ainda, que a
auséncia dessas proteinas nos tecidos adiposos induziu um distanciamento maior entre o0s
grupos comparados com os estimulos vindo dos tecidos selvagens, além de que os
estimulos, de forma geral, modularam as de forma semelhante os componentes das
triplicatas experimentais, como pode ser constatado pela proximidades de casa N nos
graficos. Estes dados indicam que o tecido adiposo modula de forma diferencial as
proteinas intracelulares de células tumorais, com o inflamassoma NLRP3 fazendo parte
deste processo. Analisando de forma mais especifica, vemos a abundancia relativa das
principais proteinas que diferenciam quando comparada grupo a grupo.

Apbs a identificacdo das proteinas que mais varavam em relacdo a abundancia
entre os tecidos utilizando o banco de dados UniProt, foi verificado que o estimulo
proveniente do produto de secrecdo de WAT, quando comparado com 0 meio de secrecao
de BAT, induz na célula tumoral uma maior abundancia de proteina HMGB1, que tem
como principal fun¢do a regulacdo genica, mas também atua ativamente em processos
inflamatdrios. Alem da HMGB1, o estimulo com o produto de secrecdo de WAT também
modulou positivamente a presenca de Queratina, tipo Il (Citoesqueleto), que tem uma
grande influencia na sintese de DNA, impactando assim processos celulares como divisdo
celular (Fig. 13A e Tabela 1A). Com o intuido de analisar o papel do inflamassoma
NLRP3 dos tecidos adiposos na influencia da modulacao de proteinas em células tumorais,
focamos também na analise das células tumorais quando estimulada com o tecido adiposo
marrom selvagem com os tecidos deletados para as proteinas Caspase 1/11 e NLRP3.

Os Resultados mostraram que os estimulos dos tecidos deletados para a proteina
NLRP3 de BAT, comparada com o0s outros estimulos induziu uma maior presenca da
proteina HMGBJ1, assim como as células 4T1 que foram estimuladas com esse produto de
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secrecdo também apresentaram uma maior presenca da proteina DNA helicase, tendo
entdo, uma possivel modula¢do no processo de divisdo celular destas células (Fig. 13B e
Tabela 1B). A mesma analise foi feita nas células 4T1 estimuladas com o produto de
secrecdo de WAT selvagem e deletados para as proteinas Caspase 1/11 e NLRP3. As
celulas 4T1 estimuladas com o produto de secrecdo de WAT deletados para a proteina
NLRP3 tiveram a presenca de proteinas que estao relacionadas com o processo de tradugéo
proteina aumentada, comparada com o0s outros grupos de estimulo. Entretanto, foi notada
também que o estimulo vindo de WAT deletado para Caspase 1/11 também interferiu na
abundancia da Isoforma 9 da proteina MTAL associada a metastase (Fig. 13C e Tabela
1C).

De forma geral, o produto de secrecdo de ambos os tecidos adiposos, tanto
selvagens como deletados para os componentes do inflamassoma, modularam o perfil
global proteico das células tumorais de mama. As comparagdes entre os estimulos com o
produto de secregdo de WAT e BAT selvagens induzam uma grande clusterizagdo do perfil
global de proteinas em 4T1 (Fig. 14A), mostrando, como ja haviamos hipotetizado, que
estes tecidos adiposos exercem uma influéncia diferencial nas células tumorais, modulando
0s componentes proteicos destas células. O papel do inflamassoma NLRP3 dos tecidos
adiposos nesta modulacdo das células tumorais também foi observado (Fig. 14B e C).
Tanto os estimulos dos tecidos deletados para Caspase 1/11 e NLRP3 de BAT e WAT
modularam as proteinas de forma geral nas células 4T1, de modo que foi observado uma
clusterizacdo dessas proteinas quando estimuladas com os tecidos adiposos.
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quanto a diferenca entre as condi¢cdes (ANOVA) e agrupadas por analise multivariada (PCA e agrupamento de acordo
com perfis de abundancia).
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Figura 13 VIP scores das proteinas que melhor discriminam entre as condic¢des. VIP do inglés Variable Importance in Projection..
Grafico mostra a abundancia relativa das proteinas comparadas dentro dos grupos em questdo. Analise realizada com o N experimental = 3. As
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Tabela 1. Identificacdo das proteinas referente aos graficos de VIP score. Identificagdo das 5 proteinas com
maior abundancia relativa em cada grupo. WAT = do inglés White Adipose Tissue ( Tecido adiposo Branco), BAT = do
inglés Brown Adipose Tissue (Tecido adiposo marrom). O sinal “+” é referente & maior abundancia da proteina em
questdo em comparagdo aos outros componentes do grupo. O sinal “-“¢ referente & menor abundancia da proteina em
questdo em comparag8o aos outros componentes do grupo. O sinal “-/+"é referente & uma abundancia moderada da
proteina em questdo em comparagdo aos outros componentes do grupo

BAT vs WAT
Identificacao Proteina WAT BAT Fungao
+ Regulador transcricional; também liberado por
Q58EV5 HMGB1 - células imunes regulando a inflamacao.
Purine + Metabolismo de purinas que catalisam a
P23492 nucleoside - fosfordlise reversivel de nucleosideos
phosphorylase
Responsavel pelo trafico de proteinas entre o
Q8BKC5 Importina-5 - nucleo e o citoplasma.
Queratina, tipo Bloqueia a interfase dependente de interfon e
QoDcv7 I - estimula a sintese de DNA nas células.
(Citoesqueleto)
B2RTMO Histona H4 + _ Componente central do nucleossomo.
BAT: WT, Caspase 1/117, NLRP37
Identificacao Proteina WT | CASP | NLRP3 Funcao
HMGB1 + Regulador transcricional; também
Q58EV5 - -/+ liberado por células imunes regulando
a inflamagao.
DNA Helicase _ -/+ + Promove a abertura da hélice de DNA,
Q3ULD6 separando-o em duas fitas simples
para que possa sofrer replicagao.
U2 pequena - -/+ + Envolvido na jungdo pré-mRNA como
P57784 ribonucleoproteina componente do spliceossoma.
nuclear A"
Proteina Fosfatase _ -/+ + Fosfatase é responsavel pela
AOAOQJ9YVGO 1G desfosforilacdo dos fatores de unido
do pré-mRNA; Importante para a
formacdo do spliceossoma funcional.
Q3TL53 40S proteina - -/+ + Estrutura constituinte de Ribossomos.
ribossomal

WAT: WT, Caspase 1/117, NLRP3”-

Identificacdo Proteina WT | CASP | NLRP3 Fungdo
Q8BFR5 Fator de + Promove a ligagdo dependente de GTP
alongamento Tu, -[+ do aminoacil-tRNA ao local A dos
mitocondrial ribossomos durante a biossintese de

proteinas
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Q92204

Pirrolina-5-

Enzima que catalisa o Ultimo passo na

carboxilato + biossintese de prolina
redutase 2
P99027 60S acidic -[+ Desempenha um papel importante na
. . + .
ribosomal protein etapa de alongamento da sintese de
P2 proteinas.
M1VMF6 Isoforma 9 da -/+ + Regula os processos de reparo de DNA
proteina MTA1 dependentes e independentes de p53
associada a apos estresse.
metastase
Q80u93 Proteina do -[+ Pode servir como um local de

complexo de poros
nucleares Nup214
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substratos mediada por receptor
através do complexo de poros
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Figura 14 Mapa de correlagdes (heatmap) entre padrdes de abundancia normalizada e agrupamento de
condicdes. Conjunto completo das 69 proteinas reguladas. As proteinas quantificadas foram avaliadas estatisticamente
quanto a diferenca entre as condi¢cdes (ANOVA) e agrupadas por analise multivariada (PCA e agrupamento de acordo
com perfis de abundancia)
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Modulacio de esplendcitos pelo tecido adiposo marrom e branco

As células imunes presentes no microambiente tumoral exercem um papel chave no
estabelecimento e progressdo das células neoplésicas (Sica et al. 2008). Linfocitos T séo
atraidos para o microambiente tumoral e, dependendo do estagio da inflamacéo, os niveis
de TCDB8+ pode ser maior, agravando o estagio inflamatorio por serem linfocitos com
atividade pro-inflamatorio e anti-tumoral, também chamados de linfdcitos T citotdxicos. A
presenca de TCD4+ também pode ser observada, dependendo do estagio da inflamacdo no
microambiente e, assim como os linfocitos, células NK também influenciam na
tumorigénese , em que a elevada presenca destas células, e como consequéncia, elevada
producdo de enzimas citotoxicas podem ajudar na eliminacdo de células mutadas
(Gajewski, Schreiber, & Fu 2013).

Nos questionamos se 0s tecidos adiposos brancos e marrons sdo capazes de modular o
perfil dessas populacdes de células imunoldgicas e, além disso, se o inflamassoma NLRP3
de tecidos adiposos teriam um papel neste processo. Primeiro analisamos se o produto de
secrecdo de BAT e WAT, selvagens e deletados para proteinas caspase 1/11, seria capaz de
modular a populacdo de linfocitos CD8+ (Fig 15A). Os dados adquiridos por citometria de
fluxo mostraram que linfocitos estimulados com os produtos de secrecdo de BAT
induziram um aumento na populacdo de células TCD8+ assim como um consideravel
aumento em granzima B intracelular, mostrando uma atividade anti-tumoral deste tecido,
visto que ele induziu um aumento a ativacdo de células T citotdxicas. Em adicdo, os
resultados também mostraram um aumento ainda maior destes parametros nestas células
estimuladas com produtos de secrecdo de BAT depletados para caspases 1/11. Este
resultado corrobora com os dados ja mostrados, onde o tecido adiposo marrom apresenta

um perfil anti-tumoral.

Em contrapartida, os estimulos com WAT ndo modularam esta populacdo celular.
Ainda a fim de verificar a capacidade de modular células imunes anti-tumorais,
verificamos como as populagfes de NK se comportam sobre influencia dos tecidos
adiposos (Fig. 15B). Assim como as células TCD8+, embora de forma mais branda, as
células NK se tornam mais ativadas com o estimulo vindo de BAT, assim como a auséncia
de caspases 1/11 tornaram este fendmeno mais evidente. Células NKs sobre influencia de
WAT nao modulam significativamente seu perfil de ativacdo. Voltando agora para o perfil

anti-inflamatorio que tecidos adiposos podem induzir verificamos, também por citometria
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de fluxo, a populacdo positiva de CD4+ (Fig.16). De maneira surpreendente, produtos de
secre¢cdo de BAT também induziram uma maior populacdo positiva para CD4+ em
linfocitos, assim como uma maior quantidade de IL-4 intracelular nestas células. Este
evento se tornou ainda mais claro com a auséncia de caspasel/11 nos tecidos adiposos
marrons. Mais uma vez, produtos de secrecdo de WAT néo influenciaram na modulacéo

desta populacéo.
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Figura 16. Tecido adiposo marrom modula a popula¢do TCDA4+. Linfdcitos foram estimuladas por 24 horas com
produtos de secrecdo de adipdcitos brancos e marrons. Células foram marcadas na superficie e intracelular e as amostras
foram adquiridas por citometria de fluxo FACS VERSE. Populagdo duplo-positiva (Q2) mostram linfocitos positivos
tanto para IL-4 quanto para a marcacdo de membrana com CD4. (Gréficos representativos de trés experimentos)
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Tecido adiposo branco e marrom modula a polarizacao de macrofagos

Os macrofagos caracterizam-se pela sua plasticidade, flexibilidade e capacidade de
integrar sinais distintos do microambiente, adquirindo fenotipos distintos (Corréa et al.
2017). Neste contexto, os macrofagos podem ser divididos em dois subtipos: macrofagos
M1, caracterizados por promover resposta pré-inflamatoria e forte atividade microbicida e
tumoricida; e macr6fagos M2 que promovem resposta anti-inflamatdria, remodelacéo

tecidual, toleréncia imunolégica e progressdo tumoral (Condeelis & Pollard 2006).

Considerando a importancia de macrofagos na modulacdo do microambiente tumoral,
analisamos a polarizacdo destes macrofagos quando influenciados por tecido adiposo
branco e marrom, assim como o papel dos componentes do inflamassoma neste processo.
Em adicdo também verificamos o infiltrado de macréfagos nos tecidos adiposos brancos e
marrons. Em primeiro momento verificamos se os tecidos adiposos sdo capazes de
influenciar a biogénese de corpusculos lipidicos (LD) em macréfagos. Os resultados
obtidos por citometria de fluxo mostraram que o tecido adiposo marrom induz uma
quantidade significativa de LD em macrofagos, quando comparados com o0s macrofagos

estimulados com produto de secrecdo de WAT e células ndo estimuladas (Fig. 17A).

Em continuidade, através da técnica de RT-PCR foi feita a analise de marcadores de
perfil M1 (TNFa, CD86 e INOS) e M2 (IL-10 e Mrcl) (Fig. 17B). Foi observada uma
diminuicdo na expressdo génica de CD86 quando estimulados com produtos de secre¢édo
dos tecidos adiposos, em que a diminuicdo da expressdo foi ainda diferencial, quando
comparado as células estimuladas com produtos de secrecao de tecidos adiposos deletados
para caspase 1/11 e os estimulos vindos de BAT selvagem. Em relacdo a expressao génica
de iNOS, os estimulos com produtos de secrecdo de WAT selvagens e BAT deletado para
caspase 1/11 foram semelhantes, em que houve um aumento deste marcador, ndo houve
modulacdo pelos outros estimulos de maneira significativa. A expressdo génica de TNF-a
foi aumentada apenas com o estimulo vindo de produtos de secrecdo de WAT. Em relagéo
aos marcadores de perfil M2, todos os estimulos diminuiram a expresséo génica de IL-10
pelos macréfagos, porém, ainda foi observada uma diminuicdo mais evidente com 0s
produtos de secrecdo de WAT. Nao houve modulacdo da expressdo génica de Mrcl. Foi

observado um maior infiltrado de macrofagos em BAT.
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Figura 17. Modulagéo da polaridade de macrofagos pelo tecido adiposo branco e marrom, o papel
do inflamassoma NLRP3 neste processo. Macr6fagos derivados da medula de camundongos foram estimulados
com o produto de secre¢do de tecido adiposo branco e marrom, selvagens e deletados para caspase 1/11 e a
proteina NLRP3, e ap6s 24 horas de estimulo a biogéneses de CL foi analisada (A). As células foram marcadas
com a sonda fluorescente Bodipy e 0 aumento da biogénese de CL nas células foi analisada por citometria de
fluxo. Os histogramas sdo equivalentes a analise de células vivas. Os nimeros sdo equivalentes a média de
intensidade de fluorescéncia (MFI).A expressao de genes marcadores de polarizagdo também foram analisados
(B). mRNA de macrdfagos estimulados e ndo-estimulados (UNS) foram extraidos e realizado RT-PCR ap6s 24
horas de estimulo. Cada barra representa a média do percentual + DP (n=3), e um asterisco (*), dois asteriscos
(**) e trés asteriscos representam a diferenca estatistica significativa (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001,
respectivamente) em relagdo ao (UNS) indicada por ANOVA.
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A auséncia de Caspase 1/11 influencia na morfologia de adipdcitos brancos

e aumenta o nimero de macroéfagos no tecido adiposo marrom

A fim de determinar se as proteinas do inflamassoma NLRP3 possuem algum papel na
morfologia dos adipdcitos assim como na presenca de macrdéfagos nos tecidos, visto que 0s
macrofagos residentes sdo de extrema importancia na manutencdo do tecido adiposo, assim
como na regulacdo da inflamacgdo, realizamos a analise por HE dos tecidos adiposos
selvagens e deletados para as proteinas NLRP3 e Caspase 1/11 para verificar se a auséncia
destas proteinas pode influenciar na morfologia destes tecidos (Fig.18A).

Nossos dados mostraram que a auséncia de Caspase 1/11 induz uma provavel
diminuicdo dos adipdcitos brancos. A auséncia da proteina NLRP3 ndo modulou os
adipdcitos do tecido adiposo branco. Também ndo houve modulacdo na morfologia do
tecido adiposo marrom. Em continuacdo, realizamos a contagem de macrofagos nos
diferentes tecidos adiposos. Os resultados mostraram que a auséncia da proteina Caspase
1/11 influenciou na quantidade de macréfagos no tecido adiposo marrom, mas nao no
branco, mostrando que esta proteina provavelmente modula o perfil inflamatério do tecido
adiposo marrom, visto que com a quantidade de macréfagos aumentando pode gerar

impactos na producao de citocinas (Fig.18B).



71

A)

w

(/2]

A

(/2]

<

o v

N

o

¢

-

z ¥

B) w

o 600+
<
T
o
e
o 400=-
g
=
[/
O 2004
x
w
m
s
zZ 0- | |

WAT BAT

Figura 18. O tecido adiposo marrom apresenta maior infiltrado de macréfagos. Pela técnica de coloragdo com
hematoxilina e eosina (HE), foi analisado o infiltrado de macréfagos no tecido adiposo branco e marrom, selvagens e
deletados das proteinas caspase 1/11 e NLRP3. Foi analisado a morfologia dos diferentes tecidos utilizando HE, assim
como a presenca de macrofagos pela marcagdo de CD68 (A). a contagem diferencial de macr6fagos foi realizada e
demostrada no gréafico feito com o software Prism (B).
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A modulacao da producao de citocinas nos tecidos adiposos brancos e

marrons € dependente das Caspases 1/11 nestes tecidos

Tendo em vista a importéncia dos tecidos adiposos brancos e marrons na modulacéo da
inflamacéo local e sistémica, seguimos nossos experimentos a fim de mostrar a producgéo
diferenciada de citocinas pelos tecidos adiposos brancos e marrons, e em adicdo, verificar
se as enzimas caspases1/11 teriam papel neste processo. Através da extracdo de proteinas
dos tecidos adiposos derivados de camundongos foi feito a dosagem de citocinas pela
técnica de ELISA. Foi dosada a producdo da quimiocina CCL2 e das citocinas I1L-33, IL-
1B, TNF-a, GM-CSF e TGF-p.

Os resultados mostraram que, tanto o tecido adiposo branco, quanto marrom, produz
consideraveis quantidades das citocinas e da quimiocina. Entretanto, caspase 1/11 se
mostrou importante no processo de producdo destas citocinas e da quimiocina, onde a
auséncia destas enzimas influenciou na producdo. Tanto no tecido adiposo branco quanto
no marrom, a auséncia das caspasesl/1l diminuiram a producdo destas citocinas,
mostrando que as caspasesl/11 podem interferir na producdo de outros mediadores

inflamatdrios (Fig. 19).
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Figura 19. Caspase 1/11 participa da produgéo de mediadores inflamatdrios em tecido adiposo branco e marrom.

Tecidos adiposos foram coletados e feito a extracdo de proteinas. Apds a quantificacdo das amostras, foram detectado os
niveis de citocinas e da quimiocina CCL2 pela técnica de ELISA. Cada barra representa a média do percentual = DP (n=3), e
um asterisco (*), dois asteriscos (**) e trés asteriscos representam a diferenca estatistica significativa (p < 0,05, p< 0,01, p <
0,001, respectivamente) em relacdo ao N&do-estimulado (UNS) indicada por ANOVA.
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A auséncia de caspase 1/11 altera o perfil global lipidico do tecido

adiposo branco e marrom.

Com a consideravel modulagdo que a auséncia das proteinas caspasel/11 causam no
perfil inflamatorio dos tecidos adiposos, gerando impacto na carcinogénese do cancer de
mama, nos questionamos se estas proteinas participariam de outros processos inflamatorios
nos tecidos adiposos, modulando o metabolismo lipidico e, consequentemente, influenciar

no produto de secrecgéo destes tecidos.

Para responder esta questdo, realizamos a lipidomica dos tecidos adiposos brancos e
marrons, tanto nos selvagens quanto nos deletados para as proteinas do inflamassoma
NLRP3, as caspases 1/11 e a proteina NLRP3, pela técnica de espectrometria de massa,
MALDI-MS. Ap6s a analise do contetdo dos tecidos (Fig. 20), a diferenca no perfil lipidico
do tecido adiposo branco e marrom ¢é substancialmente diferente. Em adicdo,
correlacionando com os resultados anteriores, a auséncia das caspases1/11 gera um grande
impacto no conteudo lipidico dos tecidos adiposos comparado com os tecidos selvagens e
deletado da proteina NLRP3 (Fig. 21).

Este resultado é mais evidente no tecido adiposos marrom se comparado com o tecido
adiposo branco, mostrando que caspasel/11 atua de forma mais ativa em BAT comparado
ao WAT.
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77

Discussao

O presente trabalho visou caracterizar o papel diferencial dos tecidos adiposos marrons
e brancos na modulacdo de células tumorais de mama, assim como a funcdo das caspases
1/11 e da proteina NLRP3 destes tecidos adiposos como agentes importantes nesta
modulagéo. Descrevemos pela primeira vez o importante papel das caspases 1/11 no tecido
adiposo marrom, assim como a mesma é fundamental para a composicdo metabolica deste
tecido. Descrevemos também, uma importante e diferencial modulacéo dos dois tecidos de
gordura sobre células tumorais de mama e como o produto de secre¢do destes tecidos pode

agir na progressdo tumoral através, principalmente, da inflamagéo.

A principio fomos investigar a possivel influencia que os tecidos adiposos poderiam
causar na sobrevivéncia e proliferacdo de células tumorais. Nosso primeiro questionamento
foi a respeito desta modulacdo e como as células tumorais se comportariam sobre
estimulos vindos de tecido adiposo marrom, visto que o branco ja é bastante caracterizado.
Estudos recentes tém demostrado a importante funcdo do tecido adiposos brancos
modulando o microambiente tumoral (Deng et al. 2016). O microambiente do tumor é
essencial para o estabelecimento e progressdo de células neoplasicas. Células tumorais
modulam a inflamacéo a seu favor, recrutando e polarizando para o perfil anti-inflamatorio
e pro-tumoral, células imunes como macréfagos e linfocitos (Williams, Yeh, & Soloff
2016). Células tumorais também utilizam as células de gordura como uma grande fonte
energética, dando suporte necessario para o desenvolvimento do tumor (Santander et al.
2015).

O tecido adiposo, como um 6rgdo enddcrino, é capaz de modular 0 microambiente com
a producdo de horménios que podem facilitar a tumorogénese. Com isso, uma disfungéo
dos tecidos adiposos brancos facilita o crescimento tumoral, pelo recrutamento de
macrofagos, que serdo polarizados para o perfil M2 pelo tumor, em conjunto, o tecido
adiposo branco é descrito como a principal fonte de leptina no organismo (Corréa et al.
2017). Entre outras funcdes este hormonio tem sido descrito como um facilitador da
metastase atuando na producdo de fatores de crescimento celular epitelial como VEGF
(Santander et al. 2015). Adipdcitos necréticos também modulam a inflamagdo pela
liberacdo de DNA, que por sua vez recruta macrofagos e induz morte celular, gerando uma
cascata inflamatdria (Nishimoto 2016a). O papel do tecido adiposo branco influenciando o

desenvolvimento tumoral é descrito em diversos canceres, como cancer de ovario (T
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2016), hepatico (Cheung & Cheng 2016), prostata a(Su et al. 2018) e mama (Williams et
al. 2016). A grande producéo de IL-6, TGF-§ e IL-10 promove a proliferagéo celular, inibe
a resposta imune anti-tumoral e induz a criacdo de novos vasos (Park et al. 2014).
Entretanto, a caracterizacdo do tecido adiposo marrom ainda é pouco descrita para cancer
de mama. No presente trabalho, mostramos que o produto de secrecdo do tecido adiposo
marrom reduz substancialmente a viabilidade de células de cancer de mama in vitro além
de reduzir as taxas de proliferacdo destas células. Demostramos que tecido adiposo branco
e marrom possuem papel oposto na viabilidade e proliferacdo do cancer de mama, onde o
tecido adiposo branco ndo modula os niveis de proliferacéo e viabilidade comparada com

as células ndo estimuladas.

A reducdo da viabilidade e proliferacdo das células tumorais quando estimuladas com
BAT é possivelmente em funcdo da grande atividade mitocondrial deste tecido, assim
como a producdo de citocinas por adipocitos marrons e células imunes residentes no
tecido. Estudos tém mostrado a influencia deste tecido na indugdo de morte celular pela
grande producdo de TNFa no tecido, podendo implicar na proliferacao de células tumorais
(Villarroya et al. 2018). Outro fator que pode ser atribuido a este resultado € a grande
producdo de GM-CSF no tecido adiposo marrom, que também foi mostrado no presente
trabalho. GM-CSF vem sido caracterizado como um adjuvante no tratamento de cancer
pelo recrutamento e ativacdo de linfécitos T citotdxicos e diferenciacdo de células
dendriticas (Wan-Lun Yan, Kuan-Yin Shen, Chun-Yuan Tien 2017). Em adicdo, BAT
pode ser capaz de reduzir a viabilidade de células tumorais pela elevada producédo de
espécies reativas de oxigénios e nitrogénio em funcdo da grande quantidade de
mitocondrias presente neste tecido (Vyas, Zaganjor, & Haigis 2016). Nossos resultados
mostraram que células tumorais estimuladas com BAT também apresentaram elevada
producdo de espécies reativas, podendo impactar na diminuicdo da viabilidade destas

células.

Dando continuidade as analises do papel diferencial dos dois tecidos de gordura em
células tumorais, agora ja sabendo da influencia de BAT na proliferacdo e viabilidade das
células de cancer de mama, analisamos agressividade das células tumorais de céancer de
mama quando estimuladas com BAT e WAT. A grande quantidade de corpusculos
lipidicos (LD) em células de cancer de mama tem sido associada a um pior prognostico
(Toni Petan, Eva Jarc 2018), em que os LD séo usados pelas células tumorais como uma

fonte de energia em situacdes de privacdo de nutrientes, em casos de hipoxia, e também
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servir de fonte energética para a proliferacédo celular. Com isso, LD tornou-se um marcador
para a agressividade tumoral de células de cancer de mama. Nossos dados mostraram que
células 4T1 estimuladas com produto de secrecdo de WAT induziram de forma
significativa a quantidade de LD nas células, mostrando que este tecido tem potencial de
tornar estas células mais agressivas. O mesmo evento ndo ocorreu com o estimulo vindo de
BAT, mostrando mais uma vez o distinto papel destes tecidos nas células tumorais. WAT
além de ndo reduzir a viabilidade e proliferacdo, torna as células mais agressivas,

mostrando o papel pro-tumoral deste tecido.

Este resultado corrobora com dados da literatura aonde este tecido ja vem sido
caracterizado como um facilitador do processo inflamatério (Nieman et al. 2013) (Esser et
al. 2014). A grande disponibilidade de lipideos no meio condicionado pelo tecido adiposo
branco, que é conhecido pelo enorme armazenamento energético na forma de acido graxo,
pode ser o responsavel pela consideravel ativacao das células tumorais. Em adicdo, WAT é
capaz de secretar citocinas inflamatdrias que podem influenciar no processo de biogéneses
de LD nas células tumorais (Bozza 2010).

Com esses dados iniciais, temos que o0 tecidos adiposos marrom apresenta
caracteristicas anti-tumorais, reduzindo a viabilidade das células tumorais, assim como a
proliferacdo. Em contrapartida, corroborando com o grupo de pesquisa da Sonja C. Stadler,
o tecido adiposo branco apresenta um perfil pro-inflamatério e pro-tumorogenico (Nickel
et al. 2018). Tendo como base a inflamacdo e seu grande potencial em promover o
desenvolvimento tumoral (Deng et al. 2016), conduzimos nossos experimentos focando no
papel do inflamassoma NLRP3 no tecido adiposo branco e marrom e a importancia deste

complexo no desenvolvimento tumoral.

Para melhor entender o papel dos tecidos adiposos sobre células de cancer de mama,
verificando também a funcdo das proteinas caspasel/11 e NLRP3 dos tecidos adiposos
nesse processo, analisamos a morte celular por apoptose e necrose. Corroborando com
nossos dados iniciais de viabilidade celular, o produto de secre¢do de BAT selvagem
induziu uma maior populagdo de células apoptoticas e o produto de secrecdo de WAT néo
modulou a morte nas células tumorais. Em adi¢do, quando analisado as células tumorais
estimuladas com o produto de secre¢éo de BAT deletado para as enzimas caspasel/11, foi
visto um pequeno aumento na porcentagem de células mortas por apoptose, o que nao foi

observado nas células estimuladas com o produto de secrecdo de WAT. A auséncia da
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proteina NLRP3 no tecido adiposo marrom também interferiu na inducdo de morte por
apoptose nas células 4T1. Embora o nosso resultado de formagdo de poro na membrana
celular tenha mostrado que o produto de secre¢do de BAT tenha induzido uma maior
formacdo de poro nas células tumorais, estando entdo relacionado com um processo de
morte litica, atribuimos esta diferenca do processo de morte entre apoptose e morte litica
ao tempo de estimulo que as células ficaram incubadas, sendo o ensaio de poro um tempo

mais prologado.

O inflamassoma NLRP3 nos tecidos adiposos, assim como nos demais tecidos, é
responsavel pela maturacdo de IL-1p e IL-18 (Karen V. Swanson 2019), que quando
ativadas promovem inflamacdo. A auséncia dos componentes deste inflamassoma no
tecido adiposo marrom, possivelmente modulou pardmetros inflamatdrios neste tecido,
como polarizacdo de macrofagos (Dagenais & Saleh 2016), gerando impactos na indugéo
de morte nas células tumorais. Além de modular a inflamacao tecidual pela maturacdo de
citocinas pro-inflamatoria, o inflamassoma NLRP3 esta ligado diretamente com a morte
celular litica pela ativacdo de caspase-1 bem como formacdo de poros na membrana

plasmatica e clivagem de Gasdermin-D (Liu et al. 2016).

Verificamos se os tecidos adiposos seriam capazes de induzir formacdo de poros na
membrana celular das células 4T1, a fim de correlacionar os poros com morte litica por
rompimento de membrana. Nossos resultados mostraram que o produto de secrecdo de
BAT deletado para caspase 1/11 induziu uma maior quantidade de poros nas células 4T1.
Uma vez que o inflamassoma NLRP3 nos tecidos adiposos é essencial para a maturacéo de
IL-1B, e tal citocina estd relacionada com a diferenciacdo de adipdcitos, resisténcia a
insulina e modulacdo da inflamagéo (Gagnon et al. 2013), a auséncia de componentes deste
inflamassoma estdo modulando a inflamac&o local nestes tecidos, gerando impactos na
indugdo de morte em células tumorais de mama. O papel das enzimas caspasel/11 que,
estdo associados a primeiro momento com a indugdo de morte litica e a maturacao de
citocinas pro-inflamatorias nas células, tem se mostrado como um importante modulador
do metabolismo do tecido adiposos marrom, onde a auséncia destas proteinas entdo

influenciando diversos parametros carcinogénicos ainda ndo descritos.

A hipo6tese no presente trabalho, é que as caspasesl/11 entdo, de algum modo,
modulam o perfil lipidico e metabdlico do tecido adiposos marrom, modulam

consequentemente a inflamacdo, aumentam o perfil anti-tumoral do tecido adiposo
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marrom, como foi mostrado pelo aumento na porcentagem de células apoptoticas assim

como induzem uma maior formac&o de poros nestas células.

Verificamos também que o tecido adiposo é capaz de modular a secre¢do de citocinas
pelas células tumorais, assim como, mais uma vez, os componentes do inflamassoma
NLRP3 possivelmente influenciam no metabolismo dos tecidos adiposos, participando
deste processo. As citocinas produzidas pelas células tumorais sdo essenciais para o
estabelecimento e progressdo do tumor, uma vez que células neoplasicas secretam
quimocinas e citocinas que vao recrutar e polarizar células que dardo suporte para o tumor
(Balkwill 2004).

Surpreendentemente, o produto de secrecdo de WAT e BAT selvagens ndo modularam
a producdo de TGF-B, citocina relacionada com a sobrevivéncia celular e proliferacéo.
Entretanto, a auséncia da proteina NLRP3 neste tecido, diminui a resposta anti-
inflamatdria pelas células tumorais, mostrando que esta proteina pode estar envolvida na
modulacdo da producdo de citocinas por 4T1. De acordo com Mary Poupot (Fournié &
Poupot 2018), outra citocina extremamente importante para a manutencao do tumor € a IL-
33. Analisamos a producdo desta citocina quando estimulados pelos tecidos adiposos e
vimos que ambos 0s tecidos induzem a producdo desta citocina em 4T1. A producao de IL-
33 é muito discutida quando o assunto € desenvolvimento tumoral. 1L-33 € produzida por
células tumorais e induz proliferacdo, promovendo a maior producdo de VEGF, facilitando
a metastase (Molofsky, Savage, & Locksley 2016). Contudo, esta citocina também pode
ser caracterizada como anti-tumoral, pois também estd associada com um aumento na

populagdo de linfocitos T CD8+ no microambiente tumoral (Zigi Jin & Haiyan Liu 2018).

A maturacdo de IL-33 € dependente de caspase-1 (Cayrol & Girard 2009), logo a
auséncia desta enzima no tecido adiposo influenciou na modulagdo inflamatéria dos
tecidos. Uma vez que a auséncia de caspase 1/11 modificou as citocinas produzidas pelo
tecido adiposo, como a propria producdo de IL-33, verificamos que as celulas 4T1
estimuladas por esse tecido tiveram uma producdo reduzida de IL-33, assim como outras
citocinas inflamatérias como TNF-a e IL-12. Estes dados demonstram o potencial do
tecido adiposo em modular a resposta imune em células tumorais sugerem que as proteinas
caspase 1/11 e NLRP3 nos tecidos adiposos modulam o tecido de maneira a interferir no

processo inflamatdrio das células 4T1.
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Os resultados obtidos com a analise da proteémica das células 4T1 estimuladas com os
produtos de secrecédo dos tecidos adiposos nos confirmaram a hip6tese do papel diferencial
dos tecidos adiposos na modulacdo proteica destas células. A elevada producdo de
citocinas inflamatdrias pelo tecido adiposo, como a producdo de TNF-o e IL-1P
possivelmente levaram a uma modulacéo na producédo da proteina highmobility group box
1 protein (HMGB1) nas células tumorais. A expressdo do mRNA que codifica HMGBL é
regulada positivamente por IL, TNF e TGF-B. No presente trabalho, detectamos a
producdo diferencial e significante destas citocinas nos produtos de secrecdo de BAT e
WAT que podem favorecer a expressao de HMGB1 nas células tumorais, tal como

encontramos ao analisar a abundancia relativa desta proteina nas células 4T1.

A expressao de HMGBL1 é aumentada em praticamente todo tipo de tumor, assim como
seu receptor de membrana RAGE, que reconhece HMGB1 extracelular e inicia uma
cascata de sinalizacdo intracelular ativando a inflamagdo. O Aumento dos niveis séricos da
proteina HMGBL é associado ao um pior prognostico devido ao seu papel intracelular esta
associado como anti-apoptotico, em situacdes de estresse, assim como a superexpressao
desta proteina no microambiente tumoral é reconhecido como sinal enddgeno de perigo,
induzindo uma resposta de reparo. Levando em consideracdes as funcionalidades da
proteina HMGBL, podendo atuar de forma inflamatéria (DAMP), a maior abundancia
desta proteina nas células 4T1 estimuladas com o produto de secre¢do de WAT comparado
com o produto de secrecdo de BAT corrobora com os resultados que obtivemos em que o

produto de secrecdo de WAT tende a um perfil pro-tumoral.

Em adicdo, o produto de secrecdo de WAT também mostrou uma maior abundancia de
Queratina, tipo Il (Citoesqueleto), que esta ligada a uma estimulagdo na sintese de DNA
em células, podendo ser um agravante no caso de células tumorais. Considerando que o
inflamassoma NLRP3 estd diretamente ligado com o quadro inflamatério do tecido
adiposo, modulando a producdo de citocinas inflamatorias que irdo modular o
microambiente assim como as células tumorais, observamos que a auséncia da proteina
NLRP3 em BAT também gera uma grande presenca de HMGB1 nas células 4T1
estimuladas com esse produto de secrecdo, visto que a auséncia desta proteina, assim como
a auséncia das Caspases 1/11 ndo altera a produgéo de citocinas inflamatdrias como TNF-a
e TGF-B nos adipocitos, sendo entdo, o produto de secrecdo destes tecidos um grande

indutor da proteina HMGBL.
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Curiosamente, a abundancia de proteinas relacionadas com divisdo e proliferacéo
celular também foi aumentado nas células 4T1 quando estimuladas com o produto de
secrecdo de BAT deletado para a proteina NLRP3. O Grupo da pesquisadora Alessandra
Britto e colaboradores mostraram que a auséncia da proteina NLRP3 leva a uma reducao
da proteina pro-apoptotica BAX e de um aumento da proteina anti-apoptotica Bcl-2 (Irrera
et al. 2017). Seguindo esta linha de pensamento, a auséncia deste componente no tecido
adiposo talvez leve a uma producdo de proteinas que serdo secretadas pelo e que podem
induzir vias de proliferacdo nas células tumorais quando comparados aos tecidos

selvagens.

O papel pro-tumoral e pro-inflamatério de WAT ja vem sido mostrado, onde este
tecido por meio de secrecdo de citocinas influencia no processo de morte e proliferagéo.
Além disso, mostramos aqui neste trabalho que o produto de secrecdo de WAT ¢é capaz de
aumentar também a abundancia relativa de proteinas pro-tumorais como a Isoforma 9 da
proteina MTAL associada a metéastase. Esse aumento foi ainda mais diferencial no grupo
de células estimuladas com o produto de secrecdo de WAT deletados para as proteinas
Caspase 1/11.

As proteinas MTA modulam vias de promoc¢do do cancer, incluindo transformacéo,
migracdo, invasdo, sobrevivéncia, resposta a danos no DNA, angiogénese, inflamacdo, e
quimio-resisténcia. De forma geral, as funcBes especificas pro-tumorais das proteinas
MTA nas células cancerigenas sdo em grande parte resultado da modulacdo da expressao
dos genes-alvo e / ou da atividade das proteinas que interagem com o MTA. Por exemplo,
a regulagéo positiva do MTA1 favorece o processo de oncogénese, estimulando as vias de
sinalizacdo Ras, Wntl e STAT3 quando atua como um efetor da transformacdo mediada
por cMyc e antagonizando supressores de tumores, como p53. Uma vez que o produto de
secrecdo de WAT vem sido descrito como pro-tumoral, a maior abundancia de MTA1
pode ser uma das razbes pela qual a célula tumoral 4T1 possui niveis mais ativados,
levando em consideracdo os nossos dados ja mostrados de biogéneses de corpusculo

lipidico, proliferagdo e viabilidade.

Em adicdo, a presenca de proteina relacionada com a traducdo de proteinas, como por
exemplo, Fator de alongamento Tu, mitocondrial e 60S acidic ribosomal protein P2, estdo
aumentadas com a estimulacéo das células 4T1 com o sobrenadante de WAT. Esses dados

corroboram com os dados demostrado na literatura, assim como o0s resultados que
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obtivemos neste trabalho. De forma geral, como mostrado no mapa de calor, os estimulos
vindos do tecido adiposo sdo capazes de modular o perfil global de proteinas, gerando
impactos em processos de bioldgicos relacionados com morte e proliferacéo celular.

Tendo em vista a influéncia dos tecidos adiposos na modulacdo de parametros
carcinogénicos, demos continuidade nos experimentos, agora tentando responder como 0s
tecidos adiposos e o inflamassoma NLRP3 destes tecidos regulam a ativacéo e polarizacéo
de células imunes como linfocitos e macréfagos. Varios estudos tém saido a respeito do
eminente potencial das células imunes em regular o microambiente tumoral e ser um

facilitador ou ndo do desenvolvimento tumoral (Gajewski et al. 2013).

Linfocitos exercem um papel crucial neste cenario, podendo assumir sua polarizacao
anti-tumoral (TCD8+) ou pro-tumoral (TCD4+). Além dos linfocitos, células NK também
sdo atraidas para o microambiente com o0 objetivo de eliminar células neoplasicas
(Dagenais & Saleh 2016). Karalis e colaboradores mostraram recentemente o papel de
células TCD8+ e TCD4+ na adipogéneses dos tecidos adiposos mostrando o importante
papel desdas células na homeostase dos tecidos. (Moysidou et al. 2018).

No presente trabalho mostramos o papel diferencial dos principais tecidos adiposos,
branco e marrom, na modulacdo de TCD8+, TCD4+ e NK. Demonstramos que o produto
de secrecdo de BAT induz uma maior polarizacéo de linfécitos para TCD8+ assim como
aumentam o ndmero de células NK ativadas, ambas as populacbes aumentaram a
quantidade de granzimas intracelulares com o produto de secrecdo deste tecido. Esse
resultado mostra o papel anti-tumoral de BAT. Esse resultado pode esta associada a
inducéo da inflamacéo que BAT pode assumir. Roberts-Toler et al mostraram que o BAT é
capaz de regular positivamente a expressdo de genes relacionados com a ativacao
leucocitéria incluindo genes responsivos a IFNy, a familia GTPase da imunidade membro
M2 (Irgm2), proteia de ligacdo ao guanilato 4 (Gbp4) e GTPase induzida por interferon y
(lgtp) (Berg et al. 2017), além de citocinas pro-inflamatorias como TNF, I1L-6, CCL2, e
CCLS5 (Satoshi Nishimura, Ichiro Manabe, Mika Nagasaki 2009).

Mais uma vez, a auséncia de caspase 1/11 modulou o perfil inflamatério do tecido
levando a uma maior ativacéo destes linfocitos. O mesmo resultado ndo foi observado com
estimulos de WAT. Logo, o tecido adiposo marrom é capaz de induzir uma resposta anti-

tumoral pela ativacdo de TCD8+ e NK com a participacdo de caspase 1/11. Assim como 0
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produto de secrecdo de BAT aumentou a populacdo e ativacdo de células TCD8+ e NK,
também induziu um aumento na populacdo de TCD4+ ap0s estimulo. Este resultado ja era
esperado, visto que este tecido tem um perfil mais anti-inflamatério (Poekes, Lanthier, &
Leclercq 2015).

Embora pareca contraditoria a ativagdo de ambas as populacbes linfocitarias, nossa
hipotese é que a modulacdo da polarizacdo destas células por BAT ocorra de forma
balanceada. Visto que em situagdes como de desenvolvimento tumoral, o BAT pode
assumir um perfil anti-tumoral a fim de combater o crescimento das células (como ja foi
observado em nossos resultados prévios), porém em condi¢des de homeostase, esse tecido
pode manter o perfil anti-inflamatdrio com a inducéo de uma polarizagdo Th2. A auséncia
de caspasel/11 no tecido adiposo induziu uma ativacao ainda maior de linfocitos, visto que
a auséncia de caspase 1/11 afeta a producdo de citocinas inflamatdrias nos tecidos
adiposos, que por sua vez, provavelmente, interfere na polarizacdo das células

imunoldgicas.

Em busca de melhor entender como os tecidos adiposos podem modular o
microambiente tumoral e gerar impactos na progressdo do tumor, além de analisarmos 0s
impactos nas proprias células tumorais, nos linfécitos e nas células NK, também avaliamos
se 0 produto de secrecdo de tecidos adiposos é capaz de modular a polarizacdo de
macrdfagos, assim como se os componentes do inflamassoma NLRP3 podem gerar
impactos nessa polarizacdo. Primeiro constatamos que o produto de secrecdo de BAT
induz uma maior biogénese de LD nos macréfagos derivados da medula de camundongos
selvagens, mostrando que esse tecido pode induzir uma resposta imune diferenciada na
atividade de macr6fagos. Entretanto, a polarizacdo dos macréfagos é fundamental para o
entendimento do funcionamento destas células em resposta ao desenvolvimento do tumor
(Mantovani et al. 2002).

Para responder essa questdo, analisamos em nivel de expressdao génica genes
responsaveis pela polarizacdo M1 (CD68, INOS e TNF-a) (Em & Basica 2014) e genes
caracteristicos para o perfil M2 (IL-10, Argl e Mcrl) (Liu et al. 2014). Nossos resultados
mostraram uma diminuigdo da expressdo de CD68, iINOS e TNF-o em macrofagos
estimulados com produto de secre¢do de BAT, mostrando a atividade anti-inflamatoria de
BAT que ja é bastante caracterizada, assim como o produto de secrecdo de WAT induziu

uma possivel expressdo de CD68 e TNF-a, como ja mostrado na literatura (Petruzzelli et
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al. 2014). Embora ndo tenha dado resultados significativos estatisticamente, a auséncia de
caspase 1/11 no tecido adiposo marrom reverteu o cenario, induzindo uma possivel
polarizagdo para o perfil M1 os macrdfagos estimulados, o que esta de acordo com nossos
dados prévios sobre a influéncia destas enzimas na modulacdo da inflamacao nesse tecido.
Foi analisado também o infiltrado de macréfagos no tecido adiposo branco e marrom, visto
que a presenca destas células no tecido pode influenciar no perfil inflamat6rio do tecido
adiposo (Villarroya et al. 2018). A contagem mostrou um maior numero de macréfagos no
tecido adiposo marrom comparado com o tecido adiposo branco, porém esse resultado ja
era esperado levando em consideracdo a densidade do tecido adiposo branco comparado
com o marrom (Thomas et al. 2018). Contudo, de forma interessante, o tecido adiposo
marrom deletado para as proteinas caspase 1/11 apresentaram um maior infiltrado de
macrofagos. Esse dado pode ser adicionado ao perfil anti-tumoral do tecido adiposo

marrom, onde esses macrofagos podem atuar na modulacao inflamatoria deste tecido.

Uma das respostas para o recrutamento e polarizacdo diferencial das células imunes
entre o tecido adiposo branco e marrom, assim como nos tecidos deletados para as
proteinas do inflamassoma NLRP3, € a secrecdo de citocinas pelos tecidos (Dirat et al.
2011). N6s mensuramos a secrecdo de mediadores inflamatdrios nos tecidos adiposos para
responder essa questdo. Os dados mostraram que ndo ha diferenca entre a producdo da
quimiocina CCL2 pelos tecidos adiposos. Esta quimiocina é secretada de forma
consideravel pelo tecido adiposo, tanto branco quanto marrom (Arner et al. 2012). No
microambiente tumoral, a producdo de CCL2 é reportada como um pior prognostico, onde
ha o grande recrutamento de macréfago que pode entdo ser polarizado pelas células
tumorais (Arendt et al. 2013).

Nossos dados também mostraram que, tanto no tecido adiposo branco quanto no tecido
adiposo marrom, houve uma grande reducdo de CCL2 nos tecidos deletados para
caspasel/11. A auséncia das caspasel/11 interferiu também na producéo de IL-33, IL-1,
TNF-0, GM-CSF e TGF- em ambos tecidos. Assim como nos resultados ja mostrado, a
auséncia de caspase 1/11 nesses tecidos modula o perfil imunoldgico, afetando diretamente
a resposta de células imunes infiltradas, assim como podem influenciar na progressao
tumoral. A elevada producdo de GM-CSF pelo tecido adiposo marrom e nédo pelo tecido
adiposo branco, pode ser um dos motivos pela diminui¢do da viabilidade celular de 4T1,

assim como na polarizagdo dos linfécitos (Wan-Lun Yan, Kuan-Yin Shen, Chun-Yuan
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Tien 2017), incluindo a diminuicdo da producdo desta citocina na auséncia de caspase

1/11, refletindo numa polarizacédo diferenciada por esse tecido.

Apos todos os dados, fica evidente que o tecido adiposo branco e marrom exerce um
importante papel na modulacdo da inflamacédo e da progressdo tumoral. Nossos dados, de
forma inédita, mostraram que a as proteinas caspases 1/11 e NLRP3 influenciam de forma
substancial a modula¢do metabdlica dos tecidos adiposos, incluindo o produto de secrecdo
dos tecidos. Esse fato, como ja mostrado nos resultados, modulou de forma diferencial a
sobrevivéncia e proliferacdo de células tumorais, a polarizacdo e ativacdo de células

imunes e o recrutamento de macrdfagos para o tecido adiposo.

Pensando em responder se a auséncia das caspases 1/11 modula o metabolismo lipidico
destes tecidos, realizamos a analise da lipiddomica destes tecidos. A diferenca dos
componentes lipidicos intracelulares, mostrou uma grande diferenca quando comparado 0s
tecidos branco e marrom. Esse dado é de extrema relevancia para este trabalho,
considerando que os resultados obtidos mostram uma grande diferenga na producdo de
citocinas e outros impactos na modulacdo da inflamagdo. O dado comparando o tecido
adiposo branco com o tecido adiposo marrom corroborou com dados da literatura (Roberts
LD, West JA, Vidal-Puig A 2014). A auséncia de caspase 1/11 modulou de forma
significativa a composicdo lipidica entre os tecidos adiposos selvagens assim como 0s
tecidos deletados para caspase 1/11.

Esse resultado é ainda mais visivel entre os tecidos adiposos marrons. Com a
comprovacdo pela espectrometria de massa, que a auséncia de caspase 1/11 modula
completamente o conteudo lipidico do tecido adiposo marrom, fica mais claro que grande
parte da modulacdo vista € dependente de caspase 1/11, em que estas enzimas entdo
relacionadas com todo o metabolismo do tecido adiposo, e ndo apenas com a maturacéo de

citocinas inflamatorias.

Por fim, caracterizamos no presente trabalho, o papel diferencial do tecido adiposo
branco e marrom na modulacdo da viabilidade, proliferacdo e sobrevivéncia de celulas de
cancer de mama. Nés demostramos o papel do inflamassoma NLRP3 na modulacdo da
inflamacdo mediada pelo tecido adiposo branco e marrom, influenciando de forma direta e
indireta a inflamacdo dos tecidos, que por sua vez esti ligada com a manutencdo do

microambiente tumoral. Mostramos também a importancia das Caspases 1/11 na
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composicao do tecido adiposo marrom, onde a sua auséncia modulou de forma substancial
0 tecido. Portanto, além de exercerem um papel diferencial no estabelecimento e
progressdo tumoral, sendo o tecido adiposo marrom anti-tumoral e o branco pro-tumoral, o
inflamassoma NLRP3 se mostrou um grande ponto no balango inflamatério destes tecidos,
sendo o tecido adiposo marrom um potencial alvo para a imunoterapia no tratamento do

cancer de mama.
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Conclusao

Pode-se concluir do presente trabalho que a regulacédo do tecido adiposo é fundamental

para a homeostase corporal. De forma mais especifica o trabalho mostrou que:

A)

B)

C)

D)

E)

F)

G)

H)

O tecido adiposo branco e marrom possui papéis opostos na sobrevivéncia e
proliferacéo de células de cancer de mama.

O inflamassoma NLRP3 apresenta um papel central na regulacdo da inflamacgéo
pelo tecido adiposo.

O produto de secrecdo do tecido adiposo marrom € capaz de induzir morte celular
em células 4T1 com a participacdo da caspase 1/11.

O produto de secrecdo dos tecidos adiposos modula o perfil proteico das células
4T1, em que o tecido adiposo branco induz a presenca de proteinas ligas a vias de
proliferacdo celular, assim como proteinas ligadas a inflamacao.

O produto de secrecdo do tecido adiposo marrom modula a inflamacao de modo a
aumentar a ativacdo da populacdo de linfocitos CD8+, CD4+ e células NK com a
participacdo de caspase 1/11.

Tecido adiposo branco e marrom induzem biogénese de corpusculos lipidicos,
sendo maior pelo tecido adiposo marrom.

Os tecidos adiposos branco e marrom possuem perfis inflamatérios distintos, em
que as caspases 1/11 modulam a quantidade de citocinas nesses tecidos.

Caspase 1/11 modifica o conteudo lipidico dos tecidos adiposos, sendo ainda mais

evidente no tecido adiposo marrom.
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Inflammation has been known as one of the main keys to the establishment and pro-
gression of cancers. Chronic low-grade inflammation is also a strategic condition that
underlies the causes and development of metabolic syndrome and obesity. Moreover,
obesity has been largely related to poor prognosis of tumors by modulating tumor
microenvironment with secretion of several inflammatory mediators by tumor-associated
adipocytes (TAAs), which can modulate and recruit tumor-associated macrophages.
Thus, the understanding of cellular and molecular mechanisms that underlay and link
inflammation, obesity, and cancer is crucial to identify potential targets that interfere
with this important route. Knowledge about the exact role of each component of the
tumor microenvironment is not yet fully understood, but the new insights in literature
highlight the essential role of adipocytes and macrophages interplay as key factor to
determine the fate of cancer progression. In this review article, we focus on the functions
of adipocytes and macrophages orchestrating cellular and molecular mechanisms that
lead to inflammatory modulation in tumor microenvironment, which will be crucial to
cancer establishment. We also emphasized the mechanisms by which the tumor pro-
motes itself by recruiting and polarizing macrophages, discussing the role of adipocytes
in this process. In addition, we discuss here the newest possible anticancer therapeutic
treatments aiming to retard the development of the tumor based on what is known about
cancer, adipocyte, and macrophage polarization.

Keywords: adipocytes, cancer, tumor microenvironment, obesity, inflammation, tumor-associated macrophages,
tumor-associated adipocytes, macrophage polarization

INTRODUCTION

The Tumor Microenvironment

Tumor is not composed only of the cancer cells. Instead, there is a dynamic and mutualist rela-
tionship between tumor cells and the surrounding stroma (1). Studies have shown an intimate
relationship between tumor mass cells and their extracellular matrix correlating this interaction
with cancer establishment, progression, and metastasis. The extracellular matrix is responsible not
only for the structural support of the cells but also for storing important signaling molecules, such
as chemokines (2).
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Cancer cells recruit non-malignant cells into their micro-
environment, where reciprocal modulation takes place: tumor
cells configure several cell types and change their metabolism to
favor tumor promotion, resulting in a more anti-inflammatory
environment and the avoidance of antitumor immune cells. Each
non-malignant cell type exerts a function in the microenviron-
ment in order to support tumor growth and development, which
leads to metastasis (3).

An important component recruited for the tumor stroma is
the tumor-associated macrophage (TAM). These cells have an
extremely important action for tumor progression (4). Mac-
rophages are recruited and polarized to the M2 configuration in
which they act to compose the tumor microenvironment mediat-
ing an immunosuppression phenome. TAMs are chemoattracted
to the microenvironment mainly by chemokines such as CCL2,
which are produced in high quantities by malignant cells (5). In
the tumor site of action, TAMs produce cytokines such as IL-10,
IL-4, and IL-13 that will act to repair tissues and attract other
auxiliary cells that can activate TAM and hence, promoting tumor
growth (6).

Similarly, neutrophils are also part of the tumor microenvi-
ronment, being an important source of cytokines and reactive
oxygen species (ROS). T cells are also found acting in an immu-
nosuppressive manner, secreting TGF-p and IL-10 that inhibit
the antitumor activity of cytotoxic T-cells and natural killer cells
(2). Fibroblasts associated with the tumor have a fundamental
participation in the production of vascular endothelial growth
factor (VEGF), that induces angiogenesis, along with vascular
endothelial cells that are responsible for forming blood vessels
that support tumor growth and metastasis (1).

In addition to immunological cells, the tumor microenviron-
ment is composed of adipose tissue. Adipose tissue has been
widely studied and it has a great potential as an endocrine organ
(7), since this tissue is known to be able to secrete a huge variety
of different adipokines, such as leptin, hepatocyte growth fac-
tor, and adiponectin. Adipocytes can stimulate the growth and
the survival of tumor cells (8) and then are able to perform a

crosstalk with the surrounding cells, releasing fatty acids that can
be metabolized by tumor cells and used as energy source.

Tumor-associated adipocytes (TAAs) assist in the recruitment
of macrophages to the microenvironment and their polariza-
tion to the alternative M2 configuration via CCL2, IL-1p, and
CXCL12 (9). Recently, Nishimoto et al. showed that macrophage
accumulation in the microenvironment is due to not only the
secretion of CCL2 by adipocytes but also the release of degenerate
adipocyte DNA (10).

The complex cellular arrangement that constitutes the
tumor microenvironment is dynamic. Malignant cells are
dependent on the cells of the immune system and fat cells to
maintain and develop. Therefore, including all factors, the tumor
microenvironment possesses the proliferative abilities to evade
suppression, resist cell death, develop replicative immortality,
induce angiogenesis, and stimulate not only invasion but also
metastasis. A variety of cells and cytokines can be found in tumor
microenvironment and they have different implications in cancer
progression (Table 1).

Tumor-Associated Adipocytes

Cancer cells usually activate wound-healing response of the
host to generate a supportive microenvironment to favor tumor
development (4). It has been described that cancer progression is
promoted by stromal cells, such as cancer-associated fibroblasts
(CAFs) or TAMs, which secrete extracellular matrix components,
chemokines, and growth factors that stimulates cell migration
and metastasis (2). The contribution of fibroblasts, endothelial,
and inflammatory cells to cancer establishment has been exten-
sively studied (1). However, the comprehension of the real role
of adipocytes in cancer environment is still poorly understood
since adipocytes were mainly considered an energy storage depot
until recently. Only recently, adipocytes started to be beheld as
endocrine and inflammatory cells producing hormones, growth
factors, cytokines, and other molecules such as adipokines (5).
Moreover, early local tumor invasion results in immediate prox-
imity of cancer cells to adipocytes in breast cancers (3). Hence,

TABLE 1 | Cellular composition of the tumor microenvironment and the implication of the cytokines secretion in the tumor development.

Cell type Cytokines

Function

Classical macrophages (M1) IL-1B, IL-12, TNF-a

Proinflammatory M1 profile. It makes the environment prone to inflammation and tumor cells

elimination can be triggered by secretion of IL-1p, IL-12, and TNF-a cytokines

Alternative macrophages (M2) IL-4, IL-10, TGF-p

Anti-inflammatory M2 profile. It maintains the tumor by cytokines secretion involved in tissue

regeneration and remodeling, such as TGF-f, IL-10, IL-4, increasing the tumor cells viability,
facilitating tissue invasion by tumor cells, and metastasis

Adipose tissue can favor tumor growth and development by producing anti- and
proinflammatory mediators in a deregulated manner. Proinflammatory cytokines, such as

IL-6 and TNF-a, are secreted, promoting cell proliferation and angiogenesis. Other cytokines,
such as IL-13, IL-10, and TGF-p are also produced and their role is to maintain the tumor,
regenerating tissues, and inhibit anticancer immune cells recruitment

CD8+ T secrete large amounts of cytotoxic granules and IFN-y, which polarizes macrophages

into the proinflammatory M1 profile and inhibits Treg lymphocytes

Adipose cells IL-6, IL-10, IL-13, IL-33, TGF-B,
TNF-a

CD8+ T cells IFN-y

CD4+ T and Treg cells IL-10, TGF-B

These cells can assist in the suppression of other immune cells: IL-10 and TGF-p secretion

inhibits antitumor NK and CD8+ T cells

Neutrophils TGF-B, TNF-a, IL-4, IL-6, IL-1p

Neutrophils have both pro- and antitumor functions. They help to maintain the M2 profile by

producing IL-4 and TGF-B, which support the tumor cells growth. These cells can also play an
anticancer role, secreting TNF-a, IL-6 and IL-1p to prolong the CD8+ T population
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adipocytes represent extraordinary candidates to regulate tumor
behavior through heterotypic signaling processes.

The interaction of adipose tissue with tumor cells is widely
described and characterized as poor prognosis. Adipose tissue is a
very dynamic and complex tissue, mostly composed of adipocytes
but it also contains macrophages, lymphocytes, endothelial cells,
pericytes, and adipocyte progenitor cells. Cancer development
and progression is improved by both adipocytes and stromal
vascular cells in adipose tissue (11). The enhance of the adipose
tissue, leading to a series of metabolic deregulations, is a key
characteristic of obesity and a greater risk of cancer (12). It is
known that inflammation is closely linked to obesity. Likewise,
obesity is intimately related to cancer evolution. Thus, obesity,
inflammation, and tumor comprise an important triangle that
can orchestrate a critical modulation in tumor microenviron-
ment through the action of its mainly players: adipocytes and
macrophages.

Adipocytes produce inflammatory cytokines, such as TNF-a,
IL-6,1L-1P,and CCL2 (9, 13), whichleads to directly inflammatory
cell (e.g., lymphocytes and macrophages) recruitment, infiltration
and accumulation in adipose tissue, and establishes a state of low
grade chronic inflammation (14, 15). Macrophage infiltration was
reduced in CCL2 knockout mice, or its receptor CCR2, as well
as the obesity-induced inflammation in visceral adipose tissue
(16, 17). Visceral adipose tissue from obese people are frequently
associated with increased levels of CCL2, TNF-a, IL-1, IL-6, and
inducible nitric oxide synthase (iNOS) (18). In subcutaneous
fat pads, both macrophage recruitment and expression of CCL2
were elevated when mice was ovariectomized, suggesting that
increase inflammation in postmenopausal breast tissue may be
due to CCL2 (18). Moreover, the amount of CCL2 produced is
increased due to recognition of cell-free DNA (cfDNA) from
degenerate adipocytes. Obese mice showed an increase in cfDNA
release leading to a higher accumulation of macrophages, which
aggravates inflammation (10). In response to CCL2 and IL-1§,
recruited macrophages secrete CXCL12 in order to induce angio-
genesis and support the expanding tissue (9).

Reactive oxygen species are also involved in the tumorigenic
process. When a state of chronic inflammation is established in
adipose tissue, the generation of ROS is observed (19). In low
concentrations, ROS has mitogenic properties and can be con-
sidered as a tumor promoter (20).

Comparing adipose tissue macrophages (ATMs) and mono-
cyte-derived macrophages (MDMs) from the same obese patients,
ATM secreted soluble factors that induce inflammation and lipid
accumulation in cancer cells (T47D and HT-29), but MDM did
not. Additionally, functional clusters, such as cytokine-cytokine
receptor interaction (particularly CXC chemokine) signaling,
and cancer-related pathways are overexpressed only in ATM.
Gene expression profiles of TAMs were more similar to ATM
than MDM. Interestingly, MDM also acquired an ATM pheno-
type and modulated the secretion of factors by preadipocytes but
not by mature adipocytes (21).

White adipose tissue from obese individuals present abundant
crown-like structures (CLSs) which are constituted by infiltrating
macrophages surrounding dead adipocytes. Enhanced rates of
CLS in white adipose tissue are often associated with increased

production of the inflammatory mediators in obese individuals.
Macrophages from CLS trigger adipocyte cell death, aggravating
the tissue inflammatory condition and attracting more infiltrated
macrophages to the tumor microenvironment (22). Additionally,
obese adipose cells produce the nuclear protein high mobility
group box 1 in large quantities (23), a danger signal that attracts
and activates immune cells (24).

The initial factors that trigger chronic inflammation of adipose
tissue in obesity are unclear. Evidence suggests it might be medi-
ated by hypoxia, necrosis, increased secretion of immunomodu-
latory factors (such as cytokines, chemokines, hormones, and
growth factor), lipolysis, and free-fatty acids release (25).

Tumor-associated adipocytes can be delipidated, shedding
elements of adipose tissue into tumor microenvironment. Those
adipocyte-derived elements can be used by cancer cells to
promote tumor growth. TAA can potentially dedifferentiate
into fibroblast-like cells. Free-fatty acids released by adipocytes
can be used by cancer cells to fuel its growth and proliferation.
In addition, free-fatty acids can activate and modulate other cells
such as myocytes, macrophages, and vascular endothelial cells
favoring the formation of protumorigenic microenvironment
(4, 26). Likewise, CAFs, in conjunction with others stromal
cells, promote tumor progression (27). Obese adipose tissue
can regulate tumor development in different ways, either by
providing energy via free-fatty acids or through adipokines,
cytokines, or miRNAS. An increasing number of miRNAs has
been associated with several diseases, such as cancer, diabetes,
and obesity. Recently, Thomou et al. (28) which shows the abil-
ity of adipose tissue to regulate gene expression in other tissues
through circulating exosomes containing miRNAs showing the
enormous influence that adipose tissue can exerts on other tissues
by directly silencing genes.

Malignant cells around adipose tissue secrete sufficient
amounts of cytokines that will polarize macrophages to the M2
alternative profile, promoting the establishment of an environ-
ment more conducive to the development of a tumor (6).
Macrophages tend to switch from an initial M1 profile to a later
M2 profile (29). In obese mammary adipose tissue, macrophages
showed a decreased IL-10 expression and increased iNOS and
CD11c expression consistent with a M1 polarization phenotype,
on the other hand, the cells showed an increase of CD206 expres-
sion, suggesting a mixed polarization phenotype in obese mam-
mary glands (9). The coculture of adipocytes with macrophages
(THP-1-derived cells) induces a shift of THP-1 macrophages to a
M2 phenotype (30). Since in this experiment there was no contact
between the cell types, the findings suggest that the crosstalk is
mediated by soluble factors secreted by adipocytes promoting
macrophage polarization.

Tumor-Associated Macrophages

The macrophages polarization occurs through different ligands
that act modulating their metabolism. This macrophage plastic-
ity is essential for the establishment of an antitumor immune
system functionality. These cells can vary from a configuration
that inhibit tumor growth and induce cell death (the classical
M1 profile) to a configuration that stimulates cancer progression
and tissue repair (the alternative M2 profile) (31).
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Cancer development and progression are deeply regulated
by immune system. It is known that the immune cells infiltra-
tion at the tumor site may affect the progression of malignancy
and metastasis (32), where macrophages are the most abundant
immune cells in the tumor microenvironment (33). Macrophages
are characterized by their plasticity, flexibility and ability to
integrate distinct signals from the microenvironment acquiring
distinct phenotypes (34). In this context, macrophages can be
divided into two subtypes: M1 macrophages, characterized as
promoting Th1 response and strong microbicidal and tumoricidal
activity; and M2 macrophages that promote Th2 response, tissue
remodeling, immune tolerance, and tumor progression (35, 36).

Activated macrophage population phenotype can change
occasionally. In obesity, for instance, there is a macrophage
phenotype switch from M2 to M1 (37). Contrarily, tumor pro-
gression is often associated with macrophage phenotype changes
from classically activated (M1) to alternatively activated (M2) (6).
Macrophage plasticity occur in consequence of a dedifferentiation
of the original cells back to their resting state or the migration of
a new population of macrophages into the tissue site to replace
the original cells. Other studies have indicated that changes in cell
stimuli directly impact the macrophage polarization (M1 or M2)
(38). Then, macrophages are capable of repolarizing in response
to modifications in the local microenvironment, permitting them
to shape the local inflammatory milieu to adjust to different
sources of stimuli.

M1 macrophages are stimulated by microbial products or
proinflammatory cytokines (IFN-y and TNF-a) (34). M1 mac-
rophages are known sources of proinflammatory cytokines such
as TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12, and type I IFN; chemokines such as
CXCL1-3, CXCL-5, and CXCL8-10; and high antigen presenta-
tion function, nitric oxide, and ROS generation (39). Classically
activated macrophages are deeply involved in the recognition and
destruction of cancer cells. After recognition by M1 macrophages,
tumor cells can be killed through several mechanisms, which
include contact-dependent phagocytosis and cytotoxicity (40).

M2 macrophages are anti-inflammatory cells which aid in
the process of angiogenesis and tissue repair. These cells are
characterized by the upregulation of Dectin-1, mannose recep-
tor, scavenger receptors, CD163, CCR2, CXCR1, and CXCR2, in
addition to the production of large quantities of IL-10 and other
anti-inflammatory cytokines (35, 41). The expression of IL-10
by M2 macrophages promotes a Th2 response, and Th2 cells, in
turn, upregulate the production of IL-3 and IL-4. Furthermore,
M2 macrophages are not capable of efficient antigen presentation
(42, 43). M2 macrophages have different subsets, each induced
by a different set of molecules and different activation responses.
For this, M2 macrophages can be further divided into subgroups
called M2a, M2b, M2c, and M2d. M2a macrophages are induced
by the Th2cytokines, IL4 and IL13; their function is to activate
Th2 response by producing IL-10, TGF-p, and IL-1ra, with the
purpose of promoting type II inflammation to kill parasites.
M2b cells are induced by immune complexes, lipopolysaccha-
rides, IL-1R and TLRs ligands; they produce cytokines such as
IL-1, IL-6, TNF-a, and IL-10, acting in the metastasis control,
suppressing tumor growth and inducing a Thl response. IL-10,
TGF-p, and glucocorticoids can induce macrophages to

differentiate to M2c phenotype, which is involved in immune
suppression, tissue repair, and matrix remodeling (34, 44). Recent
research has demonstrated that TAMs exhibit functions like those
of M2 macrophages and can be classified as M2d subtype. M2d
or TAMs exhibit functions that may help tumor progression by
allowing the growth of new blood vessels growth, which feeds
the malignant mass of cells, further promoting their growth (45).

The most important characteristic of TAM is the ability to
promote the establishment and progression of cancer. This
promotion occurs through secretion of cytokines that can act
directly on tumor cells or indirectly, by recruiting auxiliary cells.
The alternative M2 configuration is the most abundant cell type
present in the tumor microenvironment being directly related to
inhibition of proinflammatory cell recruitment and inhibition of
polarization to the classic M1 type (46).

Tumor cells produce cytokines responsible for the recruitment
and polarization of macrophages to M2 profile such as IL-4,
IL-10, IL-13, and TGF-p, as well as chemokines such as CCL2
(MCP-1), CCL3, and CCL14. When infiltrated, macrophages
increase the expression of mannose and galactose receptors as
well as the production of VEGE cyclooxygenase-2 (COX-2)-
derived prostaglandin E. (PGE.), and IL-10, thus rendering the
microenvironment against inflammation and favorable to tumor
development (47). Moreover, TAM phenotype expresses Argl
and TGF-p in order to recruit Th2 lymphocytes to the tumor site
leading to an increase in IL-4 production and maintenance of the
M2 population (7).

Tumor-associated macrophage cells have an immunosuppres-
sive role inhibiting the antitumor response of T cells. At the site
of the tumor, the high production of IL-10 derived from TAMs
indirectly inhibits T cell activation by down regulating IL-12 pro-
duction by dendritic cells, which, in turn, prevents the TCD8+
response. Furthermore, IL-10 and TGF-p production by TAM
promotes induction of regulatory T cells that are installed locally
and make the environment even more immunosuppressed (48).

Studies have shown that TAMs do more than rendering an
anti-inflammatory microenvironment. TAMs are also related
to cancer promotion, angiogenesis induction, as well as tumor
cell migration and metastasis (45). Angiogenesis is the first step
involved in the occurrence of metastasis. In addition to nour-
ishing tumor mass, TAMs are present throughout the process.
TAM:s can reorganize the extracellular matrix. Among the list
of proangiogenic growth factors secreted by TAMs, the follow-
ing factors can be highlighted: epidermal growth factor, VEGE
platelet-derived growth factor, migration inhibitory factor,
TNF-a, TGF-f, IL-8, and IL-1p, thymidine phosphorylase, and
the chemokines CCL2 and CXCLS8 (49). These factors can induce
the formation of a network in which tumor cells can benefit by
receiving nutrients and migrating to other sites.

Monocytes/macrophages recruitment into tumor microen-
vironment is mainly controlled by cytokines, chemokines and
growth factors produced by stromal and malignant cells (45)
(Figure 1). Many cancers like breast (50), prostate (51), ovarian
(52), and non-small lung cancers (53), use the release of CCL2
for recruitment and polarization of M2 macrophages (54). Others
chemokines such as CXCL12, CXCL8, CXCL1, CXCL13, CCL4,
CCL5 (55), CCL17, and CCL22 (56), have been identified in
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FIGURE 1 | Cross-talk between adipocytes, macrophages, and cancer cells modulating the tumor microenvironment. In the protumorigenic state, macrophages
are attracted to the tumor site via chemokines, such as CCL-2, -4, and -5 produced by malignant cells, resident macrophages, and inflamed adipose tissue. Obese
adipose tissue can favor tumor growth and development by producing anti- and proinflammatory mediators in a deregulated way. Proinflammatory cytokines, such
as IL-6 and TNF-a, are secreted by adipose cells acting on the tumor modulating the Janus kinase/STAT pathway promoting cell proliferation and angiogenesis.
Anti-inflammatory cytokines, such as IL-13, IL-10, and TGF-f are also produced by this tissue and maintain the tumor, regenerating tissues, and inhibiting the
recruitment of immune anticancer cells. In addition, inflamed adipocytes produce leptin in large amounts, which act on epithelial cells leading to neovascularization,
thus increasing tumor invasion. Degenerate adipose cells attract M1 macrophages that can form a crown-like structure around the inflamed adipose cell to eliminate
them. This elimination can lead to FFA release that will nourish the tumor giving energetic support to the malignant cells. In addition, degenerate adipose cells
release cfDNA that are recognized by macrophage TLR9 receptors, thus increasing the production of CCL2 in these cells, leading to increased recruitment of
monocytes. Macrophages are attracted to the tumor microenvironment and polarized to the M2 alternative profile. Tumor cells produce IL-4, IL-10, and IL-6;
adipose cells produce IL-13, IL-10, and TGF-p; and neutrophils IL-4 and TGF-p polarizing and maintaining the macrophages in the M2 configuration. More
macrophages are attracted into the microenvironment via CCL2, and help to maintain the tumor by producing cytokines that act on tissue regeneration, such as
TGF-g, IL-10, IL-4, and arginase-1, increasing the viability of the tumor cells, leading to invasion and metastasis. The M2 configuration regulates the recruitment of
immune cells, inhibiting the recruitment of CD8+ T and NK cells via TGF-f in addition to maintaining Treg cells by IL-4 production along with production of IL-33
produced by adipocytes. Treg cells act by maintaining the M2 configuration producing IL-10 and TGF-p which also activated CD4+ T activation. CD4+ T cells assist
in the inhibition of anticancer cells through IL-10 and TGF-p secretion inactivating NK cells and CD8+ T cells. Neutrophils are also found in the tumor
microenvironment. Cancer cells produce CXCL2 in large numbers, recruiting neutrophils that help maintain the M2 profile by producing IL-4 and TGF-8, which also
help the growth of tumor cells. Tumor-associated neutrophils are responsible for increasing the mutagenic level of cells by the production of reactive oxygen species
(ROS), which cause damage to the DNA of cells, in addition to M2 macrophages, to produce VEGF, and increasing angiogenesis. Neutrophils in blood vessels may
form structures such as NETs that help malignant cells stabilize in place and enter the metastatic phase. In the antitumorigenic state, normal adipose cells secrete
leptin which, together with MHCII, have acted in the recruitment of CD8+ T cells. CD8+ T secrete large amounts of IFN-y polarizing macrophages into the
proinflammatory M1 profile and inhibit Treg cells. M1-like cells act on the secretion of cytokines that have the function of making the surroundings more and more
inflamed and destroy tumor cells, such as IL-1p, IL-12, and TNF-«, and recruit more macrophages to the site via CCL2. Tumor cells, when destroyed, release
DAMPs, which recruiting more macrophages and neutrophils into the site, which aid in inflammation secreting nitric oxide (NO) and causing severe damage to cells.
Abbreviations: IFN-y, interferon vy; IL, interleukin; MHCII, class Il major histocompatibility complex; TNF-a, tumor necrosis factor a; TGF-p, transforming growth factor
B; CCL2, 4 and 5, chemokine (C-C motif) ligand 2, 4, and 5; CXCL2, chemokine (C-X-C motif); VEGF, vascular endothelial growth factor; NK, natural killer; T-reg,
regulatory T cell; CD8 and CD4, cluster of differentiation 8 and 4; cfDNA, cell-free DNA; FFA, free-fatty acid.
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neoplastic tissues as tumor cells products. Moreover, growth fac-
tors can be released by tumor cells, like VEGE, placental growth
factor,and macrophage-colony stimulating factor (M-CSF). These
have also been described as promoters of monocyte/macrophage
recruitment (57, 58).

Tumor microenvironmental factors, such as leukemia inhib-
itory factor, IL-6, and M-CSFE, were shown to promote TAM gen-
eration. IL-6 can activate the signal transducer and the activator
of transcription 3 (STAT3), which is a signal transduction mol-
ecule that converges to many oncogenic signaling pathways, and
controls the M2-polarization of macrophages as well (59). STAT3
is a constitutive activator in tumor cells (60) and is involved in the
initiation and progression of epithelial ovarian carcinoma (61).
IL-6/STAT3 pathway further regulates M2 macrophage polariza-
tion and promotes tumorigenesis (62).

Macrophage polarization in the tumor inflammatory micro-
environment can be regulated by COX-2 and its downstream
arachidonic acid metabolite product, PGE; (63). IL-6 can mediate
COX-2 expression in a variety of tumors, including colorectal
cancer (CRC) (64), breast cancer (65), melanoma (66) and
prostate cancer (67); additionally, it induces PGE, production
in mesenchymal stem cells, lung cancer, and cervical carcinoma
(68, 69). Both molecules contribute to carcinogenesis by stimu-
lating cancer cell proliferation, inhibiting apoptosis, increasing
invasiveness, and modulating inflammation and immunity
through the induced release of Th2 cytokines, such as IL-10,
TGF-p, IL-4, and IL-13, by TAMs and the tumor cells (70).

Analysis of the molecular basis of the TAM phenotype has
identified the transcriptional factors NF-kB and hypoxia induc-
ible factor 1 (HIF-1) as central regulators of tumor progression
and metastasis (71). NF-kB activation is crucial for cancer-related
inflammation and is associated with M1 macrophages during the
early phase of tumorigenesis. However, at the late phase of tumo-
rigenesis, macrophages are reprogramed to TAMs or M2-like
macrophages presenting low NF-kB activation but increased
immunosuppressive capacity (72). Hypoxia executes its effect on
macrophages through two isoforms of HIF, HIF-1a, and HIF2
(73). It was demonstrated that high lactic acid produced by
tumor cells in this hypoxic environment has a critical function in
signaling; specifically, it induces the expression of VEGF and pro-
duces hypoxia-inducible factor-1a (HIF-1a) and HIF-2a, which
regulate the transcription of genes associated with angiogenesis.
Moreover, recent studies also showed tumor hypoxia enhances
non-small cell lung cancer metastasis by promoting macrophage
M2 polarization through the activation of ERK signaling (29, 74).

Numerous miRNAs have been shown to be highly expressed
in polarized macrophages, particularly, miRNA-155, miRNA-
125, and miRNA-378 for M1 polarization also as miRNA-let-7c,
miRNA-9, miRNA-21, miRNA-146, miRNA 147, and miRNA-187
for M2 polarization (75, 76). New studies demonstrated a novel
miR-155-mediated mechanism for promoting the M1 phenotype
of macrophage polarization. Because miR-155-modified TAMs
can regain tumor-Kkilling capacity, this study provides a potential
therapeutic approach in cancer treatment (77).

Malignant fibrous histiocytoma amplified sequence 1
(MFHAS]I) is a predicted oncoprotein that demonstrates tumo-
rigenic activity in vivo (78). In recent studies, it was detected a

positive association between MFHAS1 expression in TAMs
and human CRC, where CRC cells induced M2 polarization of
TAM:s through MFHASI induction and subsequent STAT6 and
KLF4 activation to promote CRC progress. Therefore, the role of
MFHASI is a regulator of macrophages polarization and CRC
development (79).

Macrophages may play an important role in a process called
epithelial-mesenchymal transition (EMT). Studies demonstrated
that M2-polarized TAMs promoted EMT in pancreatic cancer
cells, suggesting a novel mechanism by which M2-polarized
TAMs may contribute to the aggressive behavior of pancreatic
cancer cells by TLR4/IL-10 signaling (80).

Modulation of Cancer Microenvironment
As Pharmacological Therapy Target

Many factors can contribute to tumorigenesis, tumor progression,
and metastasis. Amongst these, the tumor microenvironment is
crucial when determining cellular behavior and secretion pat-
tern. Macrophages present in the tumor microenvironment can
display different phenotypes as a product of the cytokines they are
exposed to. TAMs represent a prevalent hybrid population within
tumor microenvironment which usually exhibit an M2-like phe-
notype (81). The tumor microenvironment and its components,
TAM:s and their M2-polarized characteristics included, have been
extensively studied as therapeutic targets both in conventional
treatments and innovative ones.

Morphine is a traditional opioid drug used in clinical practice
for pain management of cancer patients. However, it has been
discussed whether its effects boost or hinder tumor growth and
metastatic behavior (82). Khabbazi et al. developed an approach to
enlighten the role morphine treatment might play on the modula-
tion of the tumor microenvironment. Macrophages RAW264.7
and bone marrow derived were polarized either using IL-4 or
4T1 breast cancer cells, as a paracrine communication, toward
the M2 profile. Thus, there was a significant escalation in MMP-9
expression, which can uphold invasiveness and angiogenesis.
Morphine was shown to prevent said increase, and, therefore, it
was hypothesized that the drug might be able to inhibit matrix
degradation in the tumor microenvironment. The opioid also
lowered arginase-1 expression, which can also be beneficial since
its activity boosts breast cancer cell proliferation (83, 84).

Along with new found mechanisms for commonly used drugs,
intravenous immunoglobulin (IVIg) is a treatment licensed for
a variety of chronic autoimmune diseases such as Kawasaki’s
disease and Idiopathic thrombocytopenia purpura, and used
“off-label” for a number of other conditions (85). Studies show
that IVIg can either have anti-inflammatory action (as expected
in clinical practice) on M1 macrophages, or induce phenotype
shift from M2 to M1. The drug can elicit either pro- or anti-
inflammatory reactions, conditional to the state of macrophage
polarization. It has been demonstrated that IVIg significantly
hindered secretion of TNF-a, IL-12p40, and CCL2 after M1
macrophages were stimulated with LPS without, nonetheless,
affecting their property to inhibit tumor growth. Curiously, when
M2 macrophages received the same treatment, the expression of
TNF-a, IL-12p40 was boosted. IVIg is now considered to be an
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immunomodulatory agent, whose effects vary according to the
status of the macrophages treated. Such modulatory properties
can be extremely valuable in cancer treatments, for it has been
demonstrated that IVIg halted tumor progression and metastasis
in a model of tumor-associated myeloid cells (86). Another new
discovery about an old ally is the evidence that administration
of moderate doses of dopamine challenges tumor growth and
contributes to vascular stabilization in a rat C6 glioma model.
This new property found by Qin et al. can influence TAMs with
M2 profile toward the M1 phenotype. Dopamine boosts vascular
normalization in tumors by reprogramming M2 macrophages
partly via dopamine receptor 2 and partly via downregulation of
the VEGF/VEGFR2 pathway (87).

Moreover, regarding the immunomodulatory properties of
substances which can promote polarization of macrophages,
the research of Shiri and collaborators can also be highlighted.
Their study used curcumin, a fat-soluble substance extracted
from Curcuma longa, which was bioengineered to enhance its
bioavailabitity into DNC-dendrossomal curcumin (88). The
DNC formulation has promoted beneficial effects on a murine
metastatic breast cancer model, providing an enhanced popula-
tion of M1 macrophages in detriment of the M2 population (89).

Approved treatments are different in every country, depend-
ing on their culture and technological development. For instance,
cantharidin is oneactive ingredient of blister beetles, which is used
traditionally in China for cancer treatment (90). Due to toxicity,
a demethylated molecule was engineered, the norcantharidin
(NCTD), which is routinely used against hepatoma, colorectal
carcinoma and breast cancer (91, 92). An interesting new found
feature regarding NCTD is its ability to suppress tumor growth
through conversion of M2 polarized macrophages to M1 phe-
notype in a model of murine hepatoma. TAMs extracted from
murine tissue of hepatocellular carcinoma could prevent further
tumor invasion. When the pathway was investigated, results sug-
gested that the modulation of macrophage polarization by NCTD
issomewhat mediated by miR-214 overexpression. TAMs from the
same study showed downregulation of STAT3 phosphorylation, a
mechanism that has been implicated in the shift of macrophage
polarization from M2 to M1 in order to inhibit tumor growth
and metastasis (93, 94). In fact, the STAT3 signaling pathway is
now considered to be a crucial molecular target when it comes to
pancreatic cancer. Arpin et al. have made that evident with their
study using a 3D pancreatic ductal adenocarcinoma model and
p-STAT3 inhibitors, which was effective even alongside CAFs.
They suggest further study on STAT3 inhibition using the same
model as an important tool to uncover alternative pathways to be
explored in pancreatic cancer treatment (95).

One of the most traditional Chinese medicine, emodin is a
natural anthraquinone obtained from Rheum palmatum L and
other Chinese herbs (96). Interestingly, studies have confirmed
that Emodin subdues breast cancer lung metastasis hindering
the recruitment and polarization of macrophages toward M2
phenotype in metastatic lung cancer. The substance had no
influence over the primary tumor growth, however. Noted,
TAMs have a particular subpopulation called metastasis-
associated macrophages, which can support metastatic growth
(97-99). These cells are also a potential therapeutic target, since

metastasis is generally non-responsive to current treatments.
Another finding is that the regulation Emodin exhibited over
macrophage polarization is through the p-STAT6 and C/EBPp
pathways (100).

The bioflavonoid Wogonin, isolated from Scutellaria radix,
presents an antitumor properties based on its ability to modu-
late the tumor microenvironment. In previous studies, Wogonin
showed activity through downregulation of MMP-9, which
halted invasion of human breast carcinoma cells (101). Wogonin
also prevented migration of A549 cells from human alveolar
adenocarcinoma, which were used to study EMT, and, therefore,
metastasis. The pathway involved in such response was once more
via IL-6/STAT3, and Wogonin prevented the transition, which
demonstrates its potential activity in metastasis (102).

Yet another plant extract shown to have modulation properties
on macrophage polarization is isoliquiritigenin (ISL), a flavonoid
from licorice. Is has been demonstrated that this substance acts
in a chemo preventive manner via inhibition of M2 macrophage
polarization, in a AOM/DSS-induced colitis-associated tumori-
genesis (both in vivo and in vitro). In this case, the modulation
occurs through downregulation of the interaction among IL-6
and PGE,. Furthermore, the results also proved a diminished
COX-2 expression after stimulation with ISL and a decreased
presence of M2 markers such as arginase-1 and CD206 in the
lineage macrophages. Evidence showed that ISL inhibited M2
polarization at least partially by the downregulation of the IL-6/
STAT3 pathway (103).

Another innovative research regarding modulation of macro-
phage polarization are cancer vaccines made of Listeria monocy-
togenes. Thebacteriaareattenuated by deletion of virulence factors,
for instance, ActA and Internalin B (AactA/AinIB) (104). Studies
have indicated that treatment with this attenuated strain targets
mainly TAMs and reprograms them from M2 phenotype to M1,
which activates antitumor responses (105). Results showed that
the antitumor function of reprogrammed TAM:s was due to nitric
oxide production via Nos2 (105, 106). This antitumor response
mediated by iNOS in repolarized macrophages is so strong that
even in the absence of NK cells and CD8 T cells, viability is still
maintained (105).

On the other hand, nanotechnology has also been developed
to respond to several new-found cancer targets. Carbosilane den-
drimer 2G-03NN24 can cause polarization M2 to M1 polarization,
decreasing the expression of several M2-related genes, which, in
turn, increases the expression of M1 characteristics. These results
were confirmed by functional assays, given the M1-oriented pro-
inflammatory and antitumor responses (107). The mechanism
involved inhibits phosphorylation of STAT3, which boosts the
capacity of macrophages to promote cytotoxic response and
presentation of tumor antigens (107, 108). Furthermore, it has
been demonstrated that a system composed of gold nanoparticles
adapted with MUC-1 protein fragment was capable of promoting
macrophage activation and M1 polarization, characterized by
increased antigen presentation and M1-like cytokine expression
(109). This mucin glycoprotein, MUC-1 or CD227, has been
found to be a target for cytotoxic T lymphocytes, and possibly for
immunotherapy, hence its use in a possible cancer vaccine (109,
110). Of note, the impact of chemotherapy has been investigated
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to ascertain what can influence recurrence of cancer. In a study
of MCEF-7 cells, after apoptosis induced by chemotherapy, there
was activation of cancer stem-like cells (CD44+/CD24—) and
upregulation of MUC-1 (111). Furthermore, it has been further
demonstrated that, when macrophages were cocultured with
MCEF-7 cells suffering apoptosis, they secreted IL-6, activating
STAT3 phosphorylation, and therefore performed a role on
the activation of cancer stem cells and cancer promotion. Thus,
there is accumulating evidence that blockage of the IL-6/STAT3
pathway is an interesting new approach for metastatic cancer after
chemotherapy (112).

Regarding resistance to chemotherapy, there is an increasing
body of evidence suggesting the inherent role of the tumor micro-
environment in providing cancer cells with means to do so. In
this matter, SFRP2 has been identified as Wnt pathway regulator
secreted by fibroblasts and an active agonist of WNT16B, which
intermediates cancer sensitivity to chemotherapy (113). It has
been reported that SFRP2, secreted by stromal cells, triggers the
canonical Wnt pathway and increases the WNT16B signaling,
supporting resistance to chemotherapy. Furthermore, this effect
can be abrogated by treatment with antibody as an adjuvant to
the chemotherapy. Interestingly, this study considers WNT16B
to be a novel biomarker to monitor the response of the tumor
microenvironment to therapy (114).

Remarkably, it has increased the number of studies that
emphasizes the crucial role of the crosstalk between the adipose
tissue and cancer, as an important immunopharmacological tar-
get to tumor microenvironment, especially in breast cancer. Qin
et al. explored that link by demonstrating the high fat diet cancer
latency in C3(1)-Tag GEMMs, which is considered a coher-
ent model to study basal-like breast cancer, was postponed by
weight loss when the mice were swapped to low fat diet instead.
These interventions could effectively prevent atypical ductal
hyperplasia and ductal carcinoma in situ to the points observed
in healthy mice. In the same study, the weight loss caused
decreased activity of several kinases, which, in turn, caused
abrogation of the MAPK pathway, which is related to tumor
proliferation (115). Another study set out to explore this con-
nection, studying breast cancer cells with overexpression of the
HER-2 protein treated with trastuzumab, particularly regarding
its ADCC mechanism, that is, the antibody-dependent cellular
cytotoxicity. In this setting, it was demonstrated that not only
adipocytes and preadipocytes prevented trastuzumab caused
NK cell-tumor lysis in vitro but also adipose tissue abrogates the
drug effect in vivo (116). Such effect can be expected once it has
been reported that NK cell functions and characteristics can be
swayed by the tumor microenvironment (117, 118). Interestingly,
they not only display receptors for adipokines but also can have
their cytotoxicity modulated by leptin and adipotectin (119,
120). Therefore, the results of Duong et al. suggest that factors
expressed by the adipose tissue are responsible for decreasing
the sensitivity of HER-2 expressing breast cancer cells to trastu-
zumab. However, despite testing for several adipokines such as
leptin, adiponectin, IL-6, and TNF-a, none were able to account
for the ADCC inhibition observed (116).

The investigation of the crosstalk between adipose tissue and
breast cancer led to interesting findings, using 3T3-L1 adipocytes
and 4T1 breast cancer cells as a model and aspirin as the interven-
tion. It has been demonstrated that aspirin inhibited the prolif-
eration and migration of 4T1 cells and blocked communication
between the two cell types in vitro, effect observed by the decrease
in MCP-1 and PAI-1 expression in the cultured supernatant.
Therefore, aspirin is expected to suppress the proliferation of
breast cancer cells in an environment shared with obesity (121).

Given the influence the adipose tissue has on cancer promo-
tion, adipokines such as leptin are investigated to uncover their
role on the matter. For instance, leptin and its receptor have been
demonstrated to facilitate the interaction between cells from the
tumor microenvironment, such as cancer-associated fibroblasts
and adipocytes, and breast cancer stem cells (BCSCs). Both the
pharmacological inhibition of leptin signaling and immunode-
pletion in the conditioned media used in the experiment both
yielded the same result: decreased mammosphere formation
in cells obtained from patients with metastatic breast cancer.
Therefore, aiming for either leptin or signaling mediated by leptin
receptor might eliminate BCSCs or even avert recurrences and
metastasis completely in breast cancer patients (122). In a similar
study considering the effect of leptin on TAMs and breast cancer
cells, the adipokine has been shown to induce IL-18 expression
on both, eventually leading the breast cancer cells to invasion and
metastasis. In order to confirm the results, cells were co-incubated
with IL-18 siRNA or IL-18BP-Fc chimeras and the effect of TAMs
to promote migration and proliferation of breast cancer cells
when stimulated by leptin was abrogated, thus proving the link
between the process (123).

CONCLUSION

Adipocytes, macrophages, and tumor cells can orchestrate
several signaling pathways that are crucial to the establishment
of a microenvironment that can favor cancer progression.
Immunomodulatory factors or free-fatty acids released by adipo-
cytes in lipolysis process can fuel tumor cells proliferation, trigger
macrophages activation and polarization and control the fate
of cancer development. Adipocytes and macrophages regulate
themselves, generating an anti-inflammatory tumor microen-
vironment, preventing immune antitumor response cells from
reaching the cancer site. Thus, abundance of white adipocytes and
TAM with M2 profile can indicate poor prognosis for patients.
Hence, the intimate signaling pathways triggered by those cells
can function as a valuable pharmacological target to develop
more efficient cancer treatments and should be further explored.
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Abstract: Obesity is characterized by chronic and low-grade systemic inflammation, an increase of
adipose tissue, hypertrophy, and hyperplasia of adipocytes. Adipose tissues can be classified into
white, brown, beige and pink adipose tissues, which display different regulatory, morphological and
functional characteristics of their adipocyte and immune cells. Brown and white adipocytes can play a
key role not only in the control of energy homeostasis, or through the balance between energy storage
and expenditure, but also by the modulation of immune and inflammatory responses. Therefore,
brown and white adipocytes can orchestrate important immunological crosstalk that may deeply
impact the tumor microenvironment and be crucial for cancer establishment and progression. Recent
works have indicated that white adipose tissues can undergo a process called browning, in which
an inducible brown adipocyte develops. In this review, we depict the mechanisms involved in the
differential role of brown, white and pink adipocytes, highlighting their structural, morphological,
regulatory and functional characteristics and correlation with cancer predisposition, establishment,
and progression. We also discuss the impact of the increased adiposity in the inflammatory and
immunological modulation. Moreover, we focused on the plasticity of adipocytes, describing the
molecules produced and secreted by those cells, the modulation of the signaling pathways involved
in the browning phenomena of white adipose tissue and its impact on inflammation and cancer.

Keywords: brown adipose tissue; white adipose tissue; pink adipose tissue; browning; cancer

1. Introduction

There is a strong correlation of cancer and obesity [1-3]. Considering the widespread occurrence
of obesity and associated diseases, such as several types of cancer [4], numerous efforts are ongoing to
lower the body weight gain through modulating the energy intake and/or expenditure [5]. It has been
demonstrated that intentional weight loss can be an important tool to prevent cancer incidence [6-9].

Obesity is characterized by a chronic low-grade inflammation, and during the weight loss-process
several changes in adipose organ can occur and modify the tissue’s composition and function, also
remodeling of the immune cell landscape [10]. Weight loss can increase the presence of brown-like
adipocytes in subcutaneous white adipose tissue, a process also known as browning or beiging [11],
and this may have a significant impact in tumor microenvironment [12]. White adipose tissue from
individuals with obesity can secrete a variety of inflammatory molecules that can strongly fuel
cancer. Whereas brown adipose tissue can a therapeutic potential against cancer [13]. Cancer cell
biology is directly affected by multiple cellular players present in the adipose tissue microenvironment.
Therefore, cancer establishment and progression may be differentially influenced the different types of
adipocytes, which have diverse morphologies and opposite functional roles (Figure 1). Since there are
numerous complex biological processes underlying adipose organ and obesity, a detailed and accurate
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understanding about how obesity affects tumor biology at the molecular and cellular levels, can be
useful to define the driving forces behind the obesity—cancer relationship.

Here, we will discuss the cellular and molecular pathways involved in the adipose organ plasticity
and their different impact in cancer progression.

Pink adipocytes White adipose tissue
B < ¢ Pregnancy and Lactation
3 = Post breastfeeding »
Energy supply,
Angiogenesis
? Inflammatory modulation Cold
Phys:cal Exercise
Obe5|ty Dlet
TZD
%{“
mflammy Tumor cells
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Energy supply
< Temperature )
Beige adipose tissue Brown adlpose tissue

Figure 1. Adipocytes function in tumor progression. Adipocytes play a major role in the inflammatory
modulation and endocrine function. It acts directly and/or indirectly on tumor progression, although
some mechanisms are still unknown, such as the role of pink adipocytes on the tumor cells. The figure
shows the great plasticity between brown, beige and white adipocytes with the influence of some
inducers and the capacity of those cells to orchestrate the tumor microenvironment, through energy
supply and immunomodulation.

2. The Adipose Organ

The adipose organ consists of several subcutaneous and visceral depots [14] of adipose tissues
with metabolic, regulatory, and plastic roles [15]. This adipose organ is mainly composed by adipocytes
and several other cells and components such as lymphocytes, macrophages, fibroblasts, endothelial
cells, and extracellular matrix. In the areas where this organ is mainly composed by white adipocytes
it is called white adipose tissue (WAT) and where brown adipocytes are predominant it is called brown
adipose tissue (BAT).

White adipocytes are characterized by its ability to store and release energy in form of lipids as a
large and unilocular lipid droplet in the cytoplasm. WAT is the most abundant tissue in the body, and
is not only related to the energy source of the body, but also acts as an important endocrine organ [16].
It is an active metabolic organ secreting several adipokines, such as leptin and adiponectin[17].

Brown adipocytes are characterized by the presence of high content of mitochondria and several
small lipid droplets in the cytoplasm. BAT plays an important role in uncoupled respiration, via the
uncoupling proteins (UCPs) present in their mitochondria. BAT is also a central location in the body
for heat production (thermogenesis) [18] and it is deeply related to weight loss promotion [19]. It was
initially believed that brown adipose tissue was found only in small mammals, hibernating animals
and newborns. However, recent research has shown functional BAT present in adults at limited sites,
such as the interscapular region and neck [20].

The adipose organ has prominent plasticity ability. White adipocytes can differentiate into
brown-like adipocytes in WAT [21] in a process called beiging. Beige adipocytes are characterized
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by their multilocular lipid droplet morphology, high number of mitochondria and the expression of
brown adipocytes genes (UCP-1, CIDEA, PGC1-«x) [18]. Brown adipocytes raised in WAT are also
identified as brite. These brite (brown-in-white) adipocytes are also known as beige, inducible brown
or brown-like adipocytes [21]. Brite adipocytes can express UCP-1 and are originated in WAT in
response to various stimuli. For instance, large unilocular white adipocytes can differentiate into beige
adipocytes in response to cold or 33-adrenergic agonists [22]. However, these differentiated beige
adipocytes can lose UCP-1 expression after mice are moved back to warmer conditions, demonstrating
that the thermogenic profile of beige adipocytes is reversible [23].

A forth type of adipocytes has been described; the pink adipocytes [24,25]. Pink adipocytes
are milk-secreting alveolar cells that can arise from transdifferentiation of white adipocytes during
pregnancy and lactation. These cells are characterized by abundant cytoplasmic lipid droplets, apical
surface with microvilli, roundish and large nucleus centrally located, a robust rough endoplasmatic
reticulum (RER), Golgi complex, and milk-containing granules. Since the adipose organ acquires
a pink color during pregnancy and lactation, these epithelial glandular cells were named pink
adipocytes [24]. Evidence has supported the hypothesis of white-to-pink transdifferentiation,
pink-to-brown transdifferentiation, and reversible brown-to-myoepithelial cell conversion [25],
demonstrating once again the intense plasticity characteristic of adipose organ. The morphological
differences among white, brown, beige and pink adipocytes are summarized in Figure 2.

White Pink Beige Brown
Milk production )
Energy storage during pregnancy Thermogenesis Thermogenesis
Endocrine organ Energy storage Endocrine organ

%Mitochondria Q Nucleus Q Lipid storage

Figure 2. Adipocytes cells and their main morphological and cellular activity differences. Adipocytes
are divided into four cell types that have different morphological and functional characteristics: the
white, pink, beige and brown adipocytes. The white adipocyte is described as a cell with great energy
storage ability, high pro-inflammatory profile, capable of producing several adipokines related to
inflammation modulation. The pink adipocyte is described as a cell with a great potential for energy
storage as well. However, this cell has a higher metabolic activity compared to white adipocytes, but
low ability to regulate inflammation, compared to white adipocytes. Unlike white adipocytes, the
brown adipocyte acts to maintain body temperature due to its high amount of mitochondria enriched
with UCP1 protein. Brown adipocytes have small fat droplets spread throughout the cell and have
a high metabolic activity. Between the two extremes of the white adipocyte to the brown, there is
the beige adipocyte. The beige adipocyte has the ability to produce heat due to the high number of
mitochondria, with the highest metabolic activity among all four types of adipocytes. Overall, the
figure shows the morphological difference between the adipocytes cells as well as indicate the capacity
to modulate inflammation and the metabolic activity of adipocytes.
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Macrophages play an important role in adipose organ regarding the inflammation establishment.
As adipocytes, macrophages can change their phenotypes dependent on stimulus. Adipocytes can
recruit macrophages and polarize them to classical macrophage profile (M1) or alternative macrophage
profile (M2) depending on the adipocyte status of inflammation [26]. In this context, M1 macrophages,
characterized as pro-inflammatory, can induce Th1 response and strong microbicidal and anti-tumoral
activity. The M1 or classical macrophage are sources of pro-inflammatory cytokines such as TNF-«,
IL-1, IL-6, IL-12 and; and chemokines such as CXCL1-3, CXCL-5, and CXCL8-10. On the other hand,
M2 or alternative macrophage can promote Th2 response, tissue repair, Treg recruitment, and tumor
survival [27]. The levels of anti-inflammatory cytokines such as IL-10, IL-4 and TGF-f3 are elevated in
this phenotype, promoting a favorable microenvironment for tumor development. In the context of
tumor progression, the crosstalk between obese adipose tissue, macrophage polarization, and tumor
cells is crucial for struggle tumor progression [28].

3. Brown Adipocytes and the Browning Process

The increase of brown adipocytes in adipose organ promotes an anti-inflammatory phenotype
characterizing a healthy tissue development, decreasing insulin resistance, increasing thermogenesis,
and consequently reducing obesity. The adipose tissue, when exposed to certain stimuli, such as cold,
microbiota modifications [29] or adrenergic receptors (ADRB3) activation may undergo morphological
and functional changes, in which white adipose tissue acquires characteristics of brown adipose tissue.
This process is called browning [30]. The browning process has been highly studied due to its great
anti-obesity and anti-tumor pharmaceutical potential. Recent studies have sought to target receptors
in white adipocytes capable to induce the browning process in these cells, in order to reduce excessive
fat accumulation, increase heat production and struggle metabolic diseases related to obesity.

Brown adipose tissue plays a major role in the hormonal regulation through the production
and secretion of several adipokines, as well as the production of heat when exposed to cold. These
characteristics were acquired throughout the evolution, turning possible the remodeling of white
adipose tissue to beige/brown [30]. As previously described, BAT is characterized by a high number of
mitochondria. In those organelles, located on the inner membrane, the amount of uncoupling protein 1
(UCP1) is enriched and its large number gives the brown color of the adipocytes [18].

The UCP1 protein is responsible for the production of heat in the brown adipocytes and its presence
is increased in the browning process, being a great marker for the identification of the process [31].
Among the several factors capable to activate this protein in adipocytes and promoting thermogenesis,
is Norepinephrine signaling through (33-Receptors [32]. Norepinephine can interact with three different
types of receptors in brown adipose tissue. However, the interaction with (3-adrenergic receptors is
better described. The signaling cascade of norepinephrine is mediated via adenylyl cyclase activation,
in which norepinephrine induces cAMP formation followed by a cascade of phosphorylation, including
the activated protein kinase A [33]. Protein kinase A, in turn, can phosphorylate some transcription
factors, including cAMP-response element binding protein (CREB) that will induce the transcription
of some genes, including the UCP1 gene. UCP1 uncouples electron transport from ATP production,
which in turn leads to controlled exothermic resolution of the electrochemical gradient and generation
of heat to maintain body core temperature [19].

An important factor that may contribute to the remodeling of adipose tissue is the role of hormones,
both paracrine and autocrine pathways. In addition to cold exposure, some hormones are produced
in response to activate 33-adrenergic receptor and promote browning. Among the most studied
hormones, we can mention catecholamines [34]. Peptide hormones such as fibroblast growth factor 21
(FGF21), are largely produced at lower temperatures and can bind to 33-adrenergic receptor, inducing
the brown adipocyte phenotype in WAT. Studies have shown the important physiological role of
FGF21 in the thermogenic process of WAT[35]. Mice deletion of FGF21 protein exhibits a large difficult
adaptation when exposed to cold, resulting from the less efficient remodeling of white adipocytes
to brown cells. FGF21 has the ability to act paracrine and autocrine in the adipocytes, to elevate the
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expression and activity of UCP1 in mitochondria. This regulation is due to the increase of adipose
tissue PGC-1«x protein levels [36]. Expression of UCP1 is controlled by some factors including PGC-1cx.
Thus, at low temperatures, the high production of FGF21 can induce the increase of UCP1 in adipocytes
by increasing the expression of PGC-1« protein levels independently of mRNA expression.

In addition to FGF21, we can highlight the adipokine leptin, known for its function on
hypothalamus receptors, controls energy expenditure and body weight. Leptin triggers browning
of WAT through a network innervation of sympathetic nervous system fibers in BAT and WAT.
Leptin promotes browning through peripheral and central mechanisms. Leptin-induced sympathetic
activation increases energy expenditure in BAT, also leading to browning in WAT. Leptin also acts in
skeletal muscle regulating of myogenic factors, such as the irisin, released after exercise, promoting
browning [37]. The blockage of neural sympathetic fibers located in inguinal WAT prevents the
development of brite adipocytes after cold exposure. The sympathetic tone is differentially regulated
in adipose depots [38].

Thyroid hormones (TH) also orchestrate a key role in browning of adipose tissue. Studies have
shown that THs act on the ventromedial nucleus of the hypothalamus (VMH) to inhibit AMP-activated
protein kinase (AMPK), thereby regulating the browning process in adipose tissue, leading to increased
thermogenesis and weight loss [39]. The participation of TH in this process has been experimentally
proven. Studies have shown that hypothyroid mice had significantly decreased in interscapular BAT
and hyperthyroid mice had significantly increased in this tissue activities, compared to euthyroid
controls [40]. Furthermore, THs can interact with norepinephrine by controlling the process. Among
factors that also may control UCP1 levels in adipose tissue is the concentration of triiodothyronine (T3)
in adipocytes. T3 can be generated by the conversion of thyroxine (T4) to T3 by type Il iodothyronine
5’-deiodinase (DIO2). In adipose tissue cells, DIO2 is activated through the sympathetic nervous
system (SNS), in addition, adrenergic signals can be enhanced by THs which leads to an increase in
thermogenic precession by the activation of UCP1 due to the increase in T3 concentrations [41].

In summary, several mediators are capable to change the adipocyte phenotype, inducing the
production of some mediators that will act on the activation of UCP1 in the mitochondria of fat cells.
Some of these factors are being extensively studied due the role of brown cells in the maintenance of
tumor microenvironment, being a great target on the control of cancer progression.

4. Browning Process: Inductors and Mechanism

The multilocular distribution of lipids droplet, associated with the high amount of mitochondria,
besides the expression of some characteristic BAT genes such as Ucpl, proliferator-activated
receptor-gamma coactivator (Pgcla) and Cidea, are some markers of the browning process [42].
The canonical process of browning in white adipose tissue begins with the sympathetic activation and
norepinephrine release that will act by binding to 3-3 adrenergic receptors in adipose tissue. After
receptor activation, there is an increase in cAMP that will act by activating protein kinase A (PKA) [43].
Once activated, PKA will induce lipolysis by the phosphorylation of perilipin, which recovers the lipids
by protecting them from the action of lipases on adipose tissue cells, releasing fatty acids (FA) [44]. This
FA will be transported into mitochondria via carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1) which will then
act in some ways to produce heat [45]. FAs can act both to regulate the expression of genes associated
with thermogenesis, as well as to act regulating the activity of UCP1 proteins. After passing through the
-oxidation, FADH and NADH electron carriers will be generated, which will pass through the electron
transport chain, generating a proton-motive force [46]. The protons pumped into the mitochondrial
matrix through UCP1 generates energy that is released as heat [47]. When inside the mitochondria, the
FAs also act modulating the activity of the UCP1s removing the purine inhibition, which generates an
influx of H* protons into the mitochondrial matrix, uncoupling oxidative phosphorylation and energy
from the proton motive force dissipated as heat.
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Cellular changes occur in adipose tissue to induce the thermogenic process. Several factors
trigger the activation of 3-3 adrenergic receptors increasing lipolysis, reducing the accumulation of FA
concomitant with increased expression and activity of the UCP1 protein, leading WAT to a BAT profile.

The thermogenesis process of adipose tissue is orchestrated by several transcription factors and
co-activators present in adipose tissue cells. These transcription factors act by regulating the genes
responsible for production and activation of the proteins that play an important role in the production
of heat and lipolysis of adipose tissues. Genetic transcription cascades have been widely studied and
the mechanisms of action of some transcriptional regulators are already well defined, both for WAT
and BAT [48]. Among the most studied regulators are mitochondrial protein transcription enhancers,
as well as proteins related to the stability and formation of lipid corpuscles [49].

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARY) coactivator 1-alpha (PGC1lx) complex
is one of the main mechanisms of genetic regulation of the browning process [50]. Like most of the
browning process regulators of adipose tissue, this complex is induced by external stimuli such as
cold, exercise and fasting. The high concentration of PGCla in adipose tissue is related to a higher
production of UCP1 in the cells, as well as the expression of enzymes, are important for the respiratory
chain in mitochondria [51]. Studies have shown that the specific tissue deletion of PGCl«x followed by
submission to cold leads to a decrease in the body temperature [52]. These results suggest that PGClx
exerts a role in the induction of browning, generating a physiological impact on the maintenance of
corporal temperature. Although PGCl« is increased in WAT in the browning process, PGCl« is not
required for differentiation of brown adipose tissue [53], however, PGClx plays an important role
in insulin sensitivity in adipocytes. In addition, studies suggest that PGC1x-deficient cells have an
increased susceptibility to insulin resistance and type 2 diabetes in humans [54].

Regarding the importance of PGClx in the remodeling of adipose tissue, there are several
transcriptional regulators that control browning [55]. Other co-inducers of genes that are related
to this process is PR (PRD1-BF1-RIZ1 homologous) -domain, containing 16 (Prdm16) [56]. In ob/ob
mice model, Prdm16 is down-regulated. The leptin-deficient mice showed hyperphagia, impairment
of insulin function, obesity and hypothermia. Prdm16 allows the activation of UCP-1 during BAT
differentiation and specific genes related to browning [57]. The high fat diet-induced obese rats
presented a downregulation of PRDM16 in a recent work which focused on physical activity and diets
to modulate browning phenotype [58].

PRDM16 has been described as an important transcriptional regulator regulating browning in
WAT [18]. Studies in mice have shown that an increase in the expression of PRDM16 is associated with
the differentiation of WAT to beige adipose tissue in addition to the decrease of metabolic diseases.
On the other hand, the deletion of this gene leads to a decrease in brown adipose tissue and an increase
in some metabolic syndromes such as obesity [59].

As with PGC-1«, PRDM16 activity is also increased in cold exposure by acting on genes related
to the production of mitochondrial-related proteins as well as in other gene regulators related to
heat production [60]. Studies have shown that different depots of adipose tissue in the body of the
organism have different abilities to undergo the browning process. Experimental data on murine
models have shown that both epidydimal and visceral have less browning ability compared to
subcutaneous WAT [61]. This different capacity of remodeling of the adipose tissue is due to the
presence of regulatory genes in the adipocytes [62]. PRDM16 is one of these important genes that are
found differentially in adipose tissues. PRDM16 can interact with WAT gene promoters by repressing
its activity. Carboxy-terminal binding proteins 1 and 2 (CtBP1/2) are examples of genes reported as
important promoters in WAT [63]. PRDM16 interact with these genes to inhibit the production of key
proteins for the differentiation and functioning of WAT. PRDM16 significantly augments the amount
of UCP1, CIDEA mRNA expression and FGF21 in epididymal WAT [62]. In addition, PRDM16 is
required together with PGC-1a in the activation of PPARy [64]. Both BAT and WAT require PPARy
for the differentiation and functionality of the adipocyte cells [65]. The post treatment with PPARy
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agonist, rosiglitazone, shows an increase of UCP1 (main hallmark gene responsible for thermogenesis),
which BAT and WAT participation is related.

The molecular mechanisms of browning control of adipose tissue have been the subject of studies
for the development of pharmacological agents. Due to the key role of genes related to the biogenesis
of mitochondria, as well as 3-adrenergic receptors and inducers of UCP1 expression, agonists have
appeared to induce WAT browning without the need for intensive exposure to cold and diets, through
the molecular modulation of the process, aimed against obesity.

Due to the potential target of brown adipose tissue in the use of fat stock to produce heat, and
consecutively to weight loss, ways of regulating the browning process of adipose tissue have been
studied. The development of new browning inducers, as well as the use of thyroid target drugs to
activate gene promoters has been described to boost WAT remodeling [66].

The practice of physical exercise modulate inflammatory factors in the body, including those
that can act on the regulation of adipose tissue, increasing mitochondrial biogenesis [67]. This
important regulatory ability turns physical exercise practice into a great contributor to the browning
process. The practice of exercise may start browning by reducing inflammation as well as increasing
pro-opiomelanocortin (POMC) neuron gene expression [68]. Initially, it was believed that POMC was a
homogeneous population and responded similarly to hormones and nutrients, however, studies have
shown its heterogenicity to responses to peripheral hormones, such as insulin and leptin responses [69].
Recent data have confirmed the performance of POMC in the browning process showing the synergistic
performance of POMC, leptin and insulin. The practice of physical activities leads to a hypothalamic
activation of the POMC population as well as a higher production of leptin and insulin that acted in
the adipocytes, stimulating some fundamental genes for the remodeling of WAT, such as Ucp1, Cidea
and Prdm16 [70]. In addition, periodic physical activity induces a greater production of FGF21 by
muscle cells, which will act on the adipose tissues, promoting the greater expression of PGCle [71].

Recently, several studies have shown the importance of the gut microbiota in the initiation of the
browning process [29]. As well as the importance of physical exercises practice, the diet should also be
controlled to reach a healthy microbiota. The connection of the gut microbiota interfering with the
plasticity of adipose tissue became evident with the depletion of microbiota in mice, both with antibiotic
treatment and in germ-free mice (GF) [72]. The absence of gut microbiota induced a significant increase
in both inguinal subcutaneous and perigonadal visceral adipose tissue. The absence of the microbiota
induces a high level of IL-4 and IL-13, as well as an increase in circulating eosinophils [73]. Both the
presence of interleukin and eosinophils contribute to the attraction and polarization of macrophages to
the M2 profile. Alternative activation of macrophages has been described as a contributing agent of
the browning process in WAT, due to M2 polarization inducing the expression of tyrosine hydroxylase
(TH) [74]. This enzyme plays an active role in synthesizing catecholamines on adipocytes, promoting
lipolysis and consequently the production of heat through the mitochondria.

Furthermore, the gut microbiota triggers browning through the products of its metabolism. The gut
microbiota-initiated trimethylamine (TMA)/flavin-containing monooxygenase 3(FMO3)/trimethylamine
N-oxide (TMAO) pathway has been characterized as one of the major regulators of the process [75].
The flavin-containing monooxygenase 3 (FMO3) is a hepatic enzyme that, among its functions, acts on
the metabolism of metabolites gut microbe-derived TMA to produce TMAO. As the end product of
metabolism, circulating TMAOQ is indicative of cardiovascular disease [76]. In addition, high expression
of FMO3 is also associated with obesity, and FMO3 knockdown or genetic deletion showed a higher
positivity of UCP1 in WAT [77]. Although the role of the microbiota in the browning process is avid,
little is known about its pathways of induction. However, several studies have been conducted to
understand how products of bacteria metabolism induces browning of adipose tissue.

Further findings regarding the browning process induction pathways are making possible the
use of pharmacological agonists that may activate the browning process. In addition, to the practice
of physical activities, feeding and cold, hormonal regulators act at several key points in the body
promoting greater expression of UCP1 (Figure 3). The main target of browning induction is through 33
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adrenergic receptor [78]. CL 316,243 (disodium (R,R)-5-[2-[2-(3-chlorophenyl)-2-hydroxyethyl]amino]
propyl]-1,3-benzodioxole2,2-dicarboxylate) is a potent L-adrenergic agonist [79]. Considering that
33-adrenergic receptor is significantly related to the onset of the browning process, the CL 316,243
(CL) has been studied as a potential anti-obesity treatment. CL-treated adipocytes have increased
UCP1 expression, as well as treatment reduced lipid storage in these cells, thus showing that CL
induced lipolysis in adipose tissue, followed by significant expression and activation of UCP1, leading
to heat production.
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Figure 3. External agents capable of inducing the browning process in adipose tissue. (33 receptor
activation regulate the transcription and activation of genes linked to mitochondrial activity and fat
storage. The exposure to excessive cold induces release of catecholamines by the central nervous
system (CNS), which will act on 33 adrenergic receptors on adipocytes initiating the signaling cascade.
Activation of cAMP through the binding of catecholamines at adipocytes receptors will activate protein
kinase A (PKA), which will then induce lipid droplet lipolysis. This lipolysis will induce thermogenesis
by B oxidation in the mitochondria, as well as activation of the UCP1 protein, and the activation of
important genes linked to the browning process like peroxisome proliferator-activated receptor y
(PPARY), cAMP-response element binding protein (CREB) and Type Il iodothyronine deiodinase (DIO2).
Similarly to the cold, the food also influences the thermogenic process by the production of metabolites
by the gut microbiota that will act both indirectly, acting in the liver, and directly in the adipocytes
inducing the activation of the UCP1 protein in the mitochondria. The liver and heart act in the process
being regulated by the practice of physical exercises increasing the release of fibroblast growth factor 21
(FGF-21), which will regulate the activity of the gene PGC1. In order to enhancer the process, several
agonist drugs are also used, both in the increase of 33 adrenergic receptors expression and in the
regulation of genes like PR (PRD1-BF1-RIZ1 homologous)-domain containing 16 PRDM16, acting
in the regulation of expression and activation of UCP1, which will then potentiate the thermogenic
process in the adipocytes, characterizing the browning process.

Due to the fundamental role of PPARY in adipogenesis, the use of PPARy ligands as a cell
differentiation control has become the target of several researches [80]. The role of PPARy in lipid
modulation is well established. PPARy cooperates with other transcription factor families, including
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the C/EBPs and SREBPs, to regulate adipocyte differentiation. The role of PPARY increasing BAT was
shown by treatment with a potent PPARY ligands such as rosiglitazone, an antidiabetic drug from
thiazolidinedione pharmaceutical class (TZD) [64]. The treatment with this agonist leads to an increase
in mitochondrial genes, such as UCP-1 and enzymes important for mitochondrial function such as
cytochrome c oxidase (Cox), subunit VIIIb (Cox8b), and subunit VIlal (Cox7al). Thiazolidinediones
are important PPAR vy agonists leading to browning.[81]. TZD has been shown to be a major PPARy
activator in white adipose tissue, leading to the induction of PRDM16 complex with PGC-1o/f3 [82].
Although WAT already has a basal production of PGC-1«/f3, studies have shown a large increase in the
production of this protein, showing that increased activation of PPARy via TZD can promote browning
in WAT, via PRDM16.

5. Cancer and Adipose Organ

Among the many functions of adipose tissue, its main role is the energy storage. Especially
the white adipose tissue, stores lipids in the form of triglycerides, to be used in the future as an
energy source. However, imbalance in the storage of lipids from fat cells can lead to a metabolic
dysfunction [83]. In view of the endocrine character of adipose tissue, a disorder may be associated
with various metabolic diseases such as cancers, cardiovascular as well as liver tissues. As already
described, adipose tissue is composed not only of adipocytes, but also of several other immune cells
that act to maintain the tissue homeostasis [84]. The polarization profile of these immune cells in the
tissue depends on the health status of the adipocytes. The type of inflammation predominant in the
tissue can be important to define malignancy progress. Immunological cells can be recruited and
polarized by external stimulus and modified to two different inflammatory profiles: type 1 and type 2
inflammatory phenotype [26]. The type 1 inflammation is described as a pro-inflammatory profile, and
the immune cells polarized to this kind of inflammation is responsible for release pro-inflammatory
cytokines such as TNF-«, IL-6, and IL-13 among another [85]. Deregulation on WAT leads to intense
macrophage recruitment through chemokines release, followed by the polarization of these cells to
M1 phenotype. The amount of CD8+ lymphocytes and natural killer are also increased in this tissue.
On the other hand, the type 2 of inflammation is characterized by the presence of anti-inflammatory
phenotypes, with the production and secretion of cytokines such as IL-10, IL-4, and TGF-f3 [86].
On the opposite way to type 1 inflammation, a higher amount of CD4+ lymphocytes and Treg cells
can be found in the anti-inflammatory type 2 profile [87]. The interplay between adipocytes and
immunological cells, such as macrophages and lymphocytes, may facilitate the establishment of several
pathologies [88] (Figure 4). White adipose tissue from people with obesity display a crucial role in the
increase of immunological cells infiltrate characterized by an intense presence of type 1 inflammation.
Thus, deregulation of adipose tissue leading to obesity, can promote immunological polarization
and adipokines and chemokines production. In addition, it can serve as energy source for tumor
cells proliferation. A study showed that the gene expression profile from periprostatic adipose tissue
of people with obesity and overweight patients is correlated with the risk for prostate cancer. The
results showed changes in genes regulating adipogenesis, lipolysis, apoptosis and proliferation. It was
observed that a downregulation of FADSI (fatty acid desaturase) and an upregulation of LEP (gene
encoding leptin), which is associated with adipogenesis, lipogenesis and ANGTP1 (Angiopoietin
1), is associated with vascular development. Periprostatic adipose tissues of obese or overweight
patients presented altered expression of genes linked to adipose tissue activity, especially an increased
inflammatory profile [89]. There is a crosstalk of adipose tissues and carcinomas through an increase of
angiogenesis corroborated by higher expression of VEGF, proinflammatory cytokines such as IL-6 and
TNF-o.. The WAT, specially the visceral WAT, exerts a central role to develop a pro-tumoral secretome,
associated to a higher risk for cancer in obesity [90].
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Figure 4. Increased lipid reserve in white adipocytes can favor inflammation. The imbalance in the

energy reserve in fat cells leading to obesity is capable of mediating inflammation in tissue. Adipose
tissue hypertrophy and hyperplasia can induce increase in vascularization, facilitating the recruitment
of immune cells. Due to the secretion of various inflammatory mediators in a deregulated form in obese
adipose tissues, there is an increasing polarization of immune cells to their pro inflammatory profile. The
number of macrophages recruited into obese adipose tissue increases as well as its polarization to the M1
profile. Once polarized, macrophages are able to form crown-like structures (CLS) around adipocytes
in the degeneration process, inducing their death with the release of cytoplasmic components into the
extra cellular environment, this fact increases inflammation in the tissue, where more macrophages will
be recruited and polarized. The release of cell-free DNA (cfDNA) by necrotic adipocytes increases the
macrophages recruitment, which will then be polarized. In addition, the release of free fatty acids (FFA)
may favor the development of some metabolic diseases such as cancer. Unlike healthy tissue, where a
larger macrophage population is found in its M2 profile and CD4+ T cells maintaining tissue homeostasis,
the obese tissue has an increased presence of CD8+ T cells, favoring the inflammatory process.

The dysfunction of adipose tissue, due to obesity, associated with the tumor is characterized
as a worse prognosis [91]. Due to the fact that obese adipose tissue is linked to an inflammatory
condition, the modulation of the tumor microenvironment is influenced by the production of cytokines
by adipocytes as well as immunological cells that are recruited and polarized at the site [92]. Obesity
shows a deregulation of adipokines secretion, specially promoting a pro-inflammatory profile, as
a result of higher adiposity and adipocytes dysfunction. In addition to the secretion of cytokines,
adipokines are related to lipid metabolism, glucose and cardiovascular homeostasis. There is a
group represented by acute-phase reactants, as C-reactive protein, plasminogen activator inhibitor 1,
haptoglobin and amyloid A serum. The chemokines also exert a differential role, with higher secretion
of MCP-1, CCL2, CCL5, MIP-2 (macrophage inflammatory protein-2). In addition to these factors,
damage-associated molecular pattern (DAMP) or alarmins as HMGB1, heat shock proteins, tenascin C.
Altogether, it can lead to an inflammatory microenvironment in obesity [93]

Cancers in general require a favorable environment for their progress as well as energy sources,
as result of their high metabolic activity. Obese adipose tissue can provide these tumor growth
and development factors through the large production of cytokines such as TNF-«, IL-6, IL-1§3, and
CCL2 [94]. These cytokines, among other functions, can establish an inflammatory environment by
the recruitment of lymphocytes and macrophages. Once recruited into the tumor microenvironment
(where there is interaction between adipocytes, matrix and tumor cells) by the deregulated adipocytes,
macrophages tend to be polarized to their anti-inflammatory M2 profile by tumor cells [26]. Most
tumors are characterized by high production of IL-4, IL-10 and IL-13. The association between
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the intense release of anti-inflammatory cytokines with the production of the chemokine leads to a
substantial macrophage polarization on the tumor microenvironment. Once in the tumor site, the
M2 macrophage profile is controlled by the tumor cells, in addition to an inhibition of the activity of
anti-tumor immune cells, such as inhibition of TCD 8+ lymphocyte and NKT activation [95]. Moreover,
adipocytes also play a role in this process. Studies have shown a significant reduction of macrophages
in CCL2 knockout mice in the obesity-induced model [96]. This inflammatory profile is aggravated
by the large infiltration of macrophages in WAT due to high levels of cell-free DNA (cfDNA). Obese
adipose tissue in degeneration processes release DNA into the extracellular environment that leads to
macrophage accumulation in the tissue [97]. Once in the tissue, macrophages can be polarized to the M1
profile leading to the formation of crown-like structures (CLS) [98]. Such structures are formed by the
accumulation of macrophages M1 around adipocytes in degeneration. The macrophages then induce
the death of these adipose, which leads to the release of cell components in the tissue, aggravating
the inflammation. Furthermore, the cell death of these adipocytes will trigger the release of the fatty
acids to the extracellular environment, which will be used as energy source by tumor cells [99]. Thus,
obese white adipose tissue has an intimate relationship with the tumor, where there is the attraction
of macrophages that will be, consecutively, polarized by the tumor as well as by the adipose tissue,
aggravating the inflammatory state and favoring the tumor. Of note, adipose-derived stromal cells
(ASCs) represent a crucial coadjuvant in the context of cancer development [100]. Desmoplasia, the
extracellular matrix and stromal microenvironment remodeling process, impacts significantly on local
inflammation, causing homeostasis disruption and facilitating the malignancy process [101]. On the
tumor microenvironment, the extracellular matrix is stiffer than normal tissues. This happened in
function of the high activity of myofibroblasts, the principal soldier in the desmoplasia process [12].
During the obesity, there is a significant increase in the myofibroblasts, which will acts depositing
stiff matrix components such as fibronectin and fibrillar collagen, supporting the tumor establishment
and inducing fibrosis on WAT [102]. ASCs, or just pre-adipocytes, have been described as a target to
tumor progression because of the multipotent mesenchymal progenitor action. Tumor cells can release
cytokines and chemokines such as IL-8 and growth-related o-protein (CXCL1), respectively. These
cytokines and chemokines will recruit ASCs from WAT into the tumor microenvironment [103]. People
with these two metabolic diseases, obesity and cancer, have been reported presenting a dysfunction
on the IL-8 production, releasing higher amount of this cytokines by the tumor cells, resulting in an
excessive ASCs recruitment to the tumor site. Once in the site, malignant cells induce the differentiation
of ASCs into myofibroblasts via transforming growth factor- (TGFf(3)-mitogen-activated protein
kinase (MAPK) signaling [104]. The presence of ASCs cells are related to a worse prognostic. Besides
the ability to remold the extracellular matrix, the myofibroblasts can also give support to tumor cells
by producing VEGF and inducing angiogenesis [104]. Moreover, cancer cells that remain following
surgery can induce resident ASCs to promote tumor angiogenesis, exacerbating cancer growth and
aggressiveness [105]. This is an important point to be considered, especially regarding the use of
adipose tissue engraftment to build up the mammary glands following mastectomy surgeries.
Although the negative regulation that obese adipose tissue associated with the tumor may
cause, the exacerbated secretion of leptin by adipose tissue form may be a crucial factor for cancer
progression [106]. Leptin is mainly produced by adipocytes, although levels of leptin have already
been detected by other tissues, such as skeletal tissue and placenta, but at lower levels. The main role
of leptin is the regulation of appetite, acting on the central nervous system, reducing the appetite [107].
Leptin acts predominantly by binding to the full-length receptor OB-Rb, which will then induce the
activation of the Janus kinase/signal transducer and activator of transcription (JAK/STAT) pathway,
which will then induce the activity of phosphatidylinositol 3- kinase (PI3K) which promotes cellular
growth, migration and invasion. In addition, the deregulated production of leptin by obese adipocytes
leads to the production and secretion of inflammatory cytokines such as TNF-« and IL-6 by macrophage,
modulating the polarization of lymphocytes, with the shifts the T-helper (TH) balance toward TH1 [108].
This action of leptin remodeling the tumor microenvironment has been increasingly studied, due to



Cells 2019, 8, 662 12 0f 18

its great importance establishing low grade inflammation in obese individuals, increasing the risks
of cancer.

Due to the great functionality of BAT and its high metabolic activity in the control of energetic
homeostasis, this tissue has been studied for its ability to influence tumors development. This
thermogenic capacity, the induction of lipolysis as well as the modulation of the inflammatory profile,
are the main targets of the studies. Experimental analyses have shown a link between a super expression
of anti-tumor genes and an increase of brown adipocytes cells in the adipose organ. One of the genes
linked with browning and cancer is the PTEN gene. The PTEN gene acts on the regulation of cell growth
and proliferation, being one of the most important anti-tumor regulators. This gene is considered a
tumor suppressor for the action of its phosphatase protein product that is related with the regulation
of cell cycle and the reduction of cell proliferation. With this in mind, a study demonstrated that
overexpression of PTEN gene triggered resistance to cancer, energy expenditure and insulin resistance
in mice [109]. In addition, the mice had high expression of UCP1, showing high BAT activity [109].
Although BAT has been reported as a healthy tissue, recent studies have shown its relation to cancer
cachexia [110]. Cancer-associated cachexia (CAC) is a complex, multifactorial syndrome characterized
by the loss of adipose and skeletal muscle tissues that leads to great weight loss, which is associated
with a negative impact on patients’ survival. Studies in animal model of cachexia showed a great
increase in the expression of genes associated with the browning process, such as UCP-1, Prdm16 and
Pgclo in patients with cancer [111]. Although this relationship with BAT promoting cancer-associated
cachexia, suggesting adipose tissue dysfunction associated with a worse prognosis, further studies
should be done to better elucidate the function of BAT in the tumor establishment.

The pink adipose tissue arises during lactation, changing the breast tissue microenvironment
and promoting impact on the modulation of local immune cells [25]. Therefore, pink adipocytes
could have a direct influence in breast cancer establishment. In breast tissue, white adipocytes can
transdifferentiate into pink adipocytes, in a process called pinking, which is a reversible phenomenon.
During this process, mammary epithelial secretory cells can lose the expression of PPARYy creating a
pro-breast tumorigenic microenvironment [112], facilitating the establishment of breast cancer at this
phase. However, the function of the pink fat cells on cancer progress, especially on breast cancer, need
to be better characterized.

6. Conclusions

As a metabolic syndrome, people with obesity show a deregulation on the inflammatory profile.
Changes of cytokines and adipokines secretion by adipocytes on the adipose organ may influence
the immune system response, which is related to a worse prognostic on cancer development. In this
context, the modulation of adipose organ has been studied, looking for a better treatment to use in
association with a conventional treatment against cancer [113].

The white adipose tissue has been deeply implicated in cancer, whereas the increase of this tissue is
highly related to a pro-tumorigenic microenvironment. Several pre-clinical, clinical and epidemiologic
data [90] suggest that the increase of WAT characteristics is accompanied by a growth-promoting and
pro-inflammatory microenvironment linked to increased cancer risk and/or progression.

BAT can work as a double-edged sword during obesity, since the induction of browning of
the WAT can be a powerful tool to reduce the weight of people with obesity, facilitate weight loss
and improve metabolic health, as we previously mentioned here. At the same time, the reduction
of activation of the BAT can soften the cachexia status of an individual by inducing weight gain in
muscle and increasing muscle mitochondrial biogenesis. Then, this last characteristic of BAT can be of
great importance in cancer perspective. The inhibition of browning of the WAT can ameliorate the
severity of cachexia that can occur in several types of cancer by increasing the energy expenditure [114].
Therefore, treatments that associate the reduction of inflammation with the blockade of 3-adrenergic
receptors could potentially ameliorate the severity of cachexia by reducing the browning of WAT.
On the other hand, the activation of the brown adipose metabolism, as well as the induction of the
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browning of the WAT, can improve insulin resistance, reduce inflammation and increase the secretion
of anti-inflammatory molecules, creating anti-tumorigenic microenvironment.

The plasticity of adipose organ components has been a target of the pharmaceutical industry and
the medical research, aiming for the profile remodeling of the fat cells to a medicinal anti-cancer target.
Therefore, the adipose organ is highly plastic, and this plasticity may be a useful pharmacological tool
to combat cancer progression and support cancer therapeutic treatments.
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