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RESUMO 

 

O crescimento em escala mundial no número de casos de obesidade é alvo de 

preocupação, principalmente devido a essa condição ser fator de risco para o 

desenvolvimento de outras comorbidades decorrentes do processo inflamatório 

crônico no tecido adiposo. Este tecido é capaz de se comunicar através de 

hormônios, mediadores inflamatórios, e estudos recentes descrevem a 

importância de vesículas extracelulares nesse processo, com estas podendo de 

interagir inclusive com o sistema imune. Das células imunes, os macrófagos são 

as que estão presentes em maior número no tecido adiposo, já sendo relatado 

que no contexto da obesidade estas se encontram direcionadas ao perfil pró-

inflamatório. Assim, o objetivo desse trabalho é avaliar como exossomos do 

tecido adiposo murino obeso interagem com macrófagos. Para isso animais 

C57BL/6 foram submetidos ao modelo de obesidade, o tecido adiposo 

perigonadal foi coletado para obtenção das vesículas, além da coleta da medula 

óssea do grupo controle para a diferenciação em macrófagos. Foi realizada a 

padronização da obtenção dos exossomos por centrifugação e 

ultracentrifugação, com o tamanho sendo avaliado pelo DLS e a quantidade de 

proteína pelo kit de BCA, com os dados encontrados até o momento sendo 

corroborados pelos encontrados na literatura. Foi estabelecida a concentração 

de trabalho dos exossomos (25 e 50 µg/mL) e realizada a padronização da 

obtenção de macrófagos derivados da medula óssea. A eficiência do método de 

diferenciação de macrófagos foi verificada através da análise da expressão de 

F4/80 por citometria de fluxo. Em seguida, as vesículas foram caracterizadas 

quanto ao tamanho, morfologia, presença de marcadores específicos e 

quantidade de proteínas. Macrófagos de cultura primária foram então tratados 

com os exossomos e avaliados quanto a mediadores produzidos e perfil de 

polarização. 

Palavras-chave: Vesículas Extracelulares, Exossomos, Tecido Adiposo, 

Obesidade, Macrófagos. 



 
 
 

ABSTRACT 

 

The worldwide growth in the number of obesity cases is a matter of concern, 

mainly because this condition is a risk factor for the development of other 

comorbidities resulting from the chronic inflammatory process in the adipose 

tissue. This tissue can communicate through hormones, inflammatory mediators, 

and recent studies describe the importance of extracellular vesicles in this 

process, with these being able to interact even with the immune system. Of the 

immune cells, macrophages are the ones that are present in greater numbers in 

the adipose tissue, and it has been reported that, in the context of obesity, they 

are directed towards a pro-inflammatory profile. Thus, the objective of this work 

is to evaluate how exosomes from obese murine adipose tissue interact with 

macrophages. For this, C57BL/6 animals were submitted to the obesity model, 

the adipose tissue gonadal fat was collected to obtain the vesicles, in addition to 

the collection of bone marrow from the control group for differentiation into 

macrophages. The standardization of the obtainment of exosomes by 

centrifugation and ultracentrifugation was carried out, with the size being 

evaluated by the DLS and the amount of protein by the BCA kit, with the data 

found so far being corroborated by those found in the literature. The working 

concentration of exosomes (25 and 50 µg/mL) was established and the 

standardization of obtaining bone marrow-derived macrophages was carried out. 

The efficiency of the macrophage differentiation method was verified by analyzing 

the expression of F4/80 by flow cytometry. Then, the vesicles were characterized 

in terms of size, morphology, presence of specific markers and amount of 

proteins. Primary culture macrophages were then treated with exosomes and 

evaluated for mediators produced and polarization profile. 

Extracellular Vesicles, Exosomes, Adipose Tissue, Obesity, Macrophages. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), a 

obesidade pode ser definida pelo acúmulo excessivo de gordura no tecido 

adiposo, ou ainda pelo aumento do peso corporal devido ao excesso de 

gordura, quando comparada a valores pré-estabelecidos pela OMS (MARTI, 

2001). Esta condição foi inicialmente considerada como um problema nos 

países desenvolvidos, entretanto, atualmente apresenta número de casos 

crescente também nos demais países. Os casos de obesidade ultrapassam o 

número de desnutridos (com exceção de regiões da África Subsaariana e Ásia) 

e é considerado um problema mundial ainda sem abordagens terapêuticas bem 

estabelecidas (WHO, 2021).   

Mudanças nos hábitos alimentares, na rotina da população, 

combinados a fatores genéticos são responsáveis pela atual epidemia da 

obesidade, que representa um fator de risco para doenças crônicas como 

doenças cardiovasculares, cânceres, diabetes, além de desordens metabólicas 

e musculoesqueléticas (SIKARIS, 2004; JAMES, 2008; CHAWLA, 2011; 

CRINO, 2015; WHO, 2021). O desenvolvimento dessas patologias está 

relacionado ao estado inflamatório crônico e de baixo grau presente no 

indivíduo obeso, caracterizada por um infiltrado celular que contribui para a 

secreção aumentada de mediadores inflamatórios pelo tecido adiposo 

(HEREDIA, 2012; SELL, 2012; MAURIZI, 2018; SASAKI, 2019). 

Já há alguns anos, as funções do tecido adiposo foram extrapoladas 

para além de reserva energética, proteção mecânica e termorregulação.  Nas 

últimas décadas houve um maior esforço científico em busca da elucidação de 

suas funções, o que permitiu a compreensão da atividade desse tipo tecidual, 

bem como de suas células residentes, em diversos processos homeostáticos e 

de comunicação (CHAIT, 2020).  

Embora alguns aspectos ainda necessitem serem mais bem 

elucidados, o papel endócrino do tecido adiposo é bem estabelecido e revela 

seu papel dinâmico em diversos processos metabólicos e fisiológicos. Os 

adipócitos secretam diversas moléculas bioativas, fatores de crescimento, 
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hormônios, quimiocinas. Tais células secretam substâncias chamadas de 

adipocinas, que são importantes mediadores de processos metabólicos, na 

qual o padrão de secreção está relacionado com microambiente tecidual 

(CHAIT, 2020).  

As adipocinas são moléculas bastante diversas, tanto por sua 

estrutura como por sua função. Dentro dessa nomenclatura estão inclusas 

citocinas clássicas secretadas pelo tecido adiposo como TNF-α, diversas 

interleucinas, como hormônios relacionados ao metabolismo, como a leptina, 

adiponectina e resistina (SIKARIS, 2004; TRAYHURN, 2005; SÁNCHEZ, 2011; 

MASOODI, 2015, CHAIT, 2020) 

Além de adipócitos em diferentes estágios de maturação, diversas 

células compões o tecido adiposo como os fibroblastos, células endoteliais, 

diferentes células imunes, como macrófagos de diferentes fenótipos, 

mastócitos, neutrófilos, linfócitos, células natural killer (NK). Estas células 

participam da homeostase tecidual ou do processo inflamatório observado na 

obesidade (CURAT, 2004; CHAWLA, 2011; ZHANG, 2016; MAURIZI 2017). 

A comunicação celular é crucial para a manutenção da homeostase 

do organismo. Esse processo pode ocorrer através de moléculas solúveis e 

estudos recentes destacam que também pode ocorrer pela liberação de 

vesículas produzidas por diversos tipos celulares, as quais desempenham 

diferentes papeis em processos como inflamação e câncer (VIEIRA, 2016; 

ZHANG, 2016). Já foi demonstrado que vesículas extracelulares produzidas e 

liberadas por adipócitos são capazes de interagir com o sistema imunológico, 

promovendo sinalização e recrutamento de monócitos e macrófagos (EGUCHI, 

2015).  

O termo vesículas extracelulares se refere a uma gama heterogênea 

de vesículas secretadas que possuem membrana de bicamada lipídica. 

Considerando a morfologia e diâmetro, diferentes terminologias são utilizadas. 

Duas grandes categorias são propostas baseadas na biogênese: exossomos e 

microvesículas, em que os primeiros possuem origem endossomal, medindo de 

30 – 150 nm (com esses valores sendo ariáveis na literatura) enquanto as 

últimas se originam de brotamentos na membrana plasmática e medem entre 

100 e 100nm (KUWABARA, 2015; NIEK, 2018; WORTZEL, 2019).  
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2 REVISÃO DA LITERATURA  

2.1 OBESIDADE  

Durante o século passado, doenças infecciosas eram as 

responsáveis pela maior parte dos óbitos. No entanto as melhorias nas 

condições econômicas, sociais, culturais e até mesmo tecnológicas deslocaram 

essa mortalidade para as Doenças Crônicas Não Transmissíveis (DCNT) 

(OPAS, 2020).  Desde o final dos anos 90, as DCNT’s, são alvo de 

preocupação por organizações internacionais, como a World Health 

Organization (WHO,2021), tanto no cenário de países desenvolvidos quanto 

em desenvolvimento, já que ambos seguem a mesma tendência de 

crescimento desses tipos de comorbidades.   

As DCNT’s são doenças com longa duração, resultado da 

combinação de fatores genéticos, fisiológicos, comportamentais, impulsionadas 

por fatores ambientais, como a urbanização não planejada, acelerada e a 

globalização. Além disso, o aumento da incidência dessa enfermidade está 

relacionado ao aumento da longevidade dos indivíduos. Estas doenças afetam 

de maneira desproporcional a população, sendo que em países de baixa e 

média renda, mais de três quartos das mortes estão associadas as DCNT’s, 

com está considerada a principal causa de morte em países da América do Sul, 

e representa cerca de 71% das mortes globais (BRASIL,2019; WHO, 2021; 

OPAS, 2020).  

Entre as DCNTs, a obesidade tem recebido destaque. Nos últimos 

trinta anos, a prevalência dessa condição aumentou quase 28% em relação a 

adultos e aproximadamente 48% entre as crianças (APOVIAN,2016). Desde os 

anos 80, os índices de obesidade e do sobrepeso aumentou em todo o mundo, 

dados de 2013 demonstraram que a obesidade e o sobrepeso atingiram cerca 

de 28% dos adultos da população mundial, apesar dessa condição ainda ser 

predominante nos países desenvolvidos (BRASIL, 2005; MCLELLAND, 2016). 

A definição exata da causa da obesidade ainda é desconhecida, 

consequência da complexa relação de fatores biológicos, psicológicos, sociais 

e comportamentais, nos quais estão presentes fatores como a genética e 
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epigenética do indivíduo, microbiota, ciclo circadiano, fatores endócrinos, 

questões socioeconômicas e culturais (SKELTON, 2011). As escolhas 

alimentares, decorrentes do ambiente social no qual o indivíduo está inserido 

também desempenham um papel importante, já que essas influenciam na 

quantidade e qualidade das calorias ingeridas (SWINBURN, 2011).  

De modo geral, a obesidade pode ser definida como uma condição 

crônica, resultado do ganho de peso em decorrência do acúmulo de gordura 

corporal, consequência de um superávit no aporte calórico. A OMS adota o 

método antropométrico do Índice de Massa Corporal (IMC), como um critério 

básico para a definição da obesidade, uma medição embasada na relação 

entre o peso e a sua proporção ao quadrado da altura, considerados como 

indivíduos obesos aqueles que possuem um IMC igual ou superior a 30 kg/m², 

sendo esse valor um consenso e independente do sexo ou idade do indivíduo 

(WHO,2000; ENGIN, 2017). 

Os valores do IMC são amplamente utilizados para avaliações 

epidemiológicas, auxiliando na obtenção de estimativas a respeito do 

sobrepeso e obesidade, sendo útil nas avaliações acerca da morbidade e 

mortalidade dessa condição na população, além de possuir um papel na etapa 

inicial da triagem de pacientes obesos (BRAY, 2018). Entretanto, justamente 

pela simplicidade do método, ao ser calculado desconsiderando-se a idade e 

as variações corporais de cada um, o IMC demonstra algumas limitações, já 

que não leva em consideração indicadores da composição corporal e dessa 

forma é incapaz de saber se seu valor está associado ao peso de massa 

magra ou gorda, apresentando baixa sensibilidade para identificar o excesso 

de gordura corporal nos indivíduos (OKORODUDU,2010).  

Em alguns casos, o valor encontrado para o IMC pode ser 

falsamente saudável, no mesmo sentido, a alta concentração de gordura 

corporal pode estar associada a desregulação metabólica sem que exista uma 

relação direta com o peso corporal. O IMC também se mostra inespecífico em 

distinguir como a gordura corporal está distribuída, uma medida importante 

para o diagnóstico de síndromes metabólicas como o diabetes e doenças 
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cardiovasculares por exemplo (OKORODUDU,2010; DÉSPRES, 2012; 

BRAY,2018).   

O sistema de estadiamento da obesidade de Edmonton foi criado 

para auxiliar as medidas já existentes, classifica o excesso de adiposidade em 

uma escala de 5 pontos e considera as comorbidades relacionadas à 

obesidade e o status funcional da pessoa, dessa forma pode ser considerado 

um forte preditor independente de aumento da mortalidade, entretanto, ele 

ainda não foi incorporado a prática clínica (APOVIAN, 2016). Dessa forma, a 

ausência de outros indicadores ainda faz com que o IMC seja o método mais 

utilizado e por isso, atualmente, ele vem sendo correlacionado a outras 

medidas de adiposidade que permitem estimar melhor a distribuição da gordura 

corporal, como métodos de biopedância e medidas da circunferência 

abdominal, cintura e quadril que são capazes de prover informações que 

predizem, por exemplo o risco cardiometabólico que não podem ser 

determinados pelo IMC elevado (YUSUF, 2005; BRAY, 2018). 

Entre os anos de 1975 e 2016 a prevalência da obesidade 

praticamente triplicou, segundo dados do WHO (2020). No ano de 2016, mais 

de 650 milhões de adultos eram obesos, com esse valor correspondendo a 

cerca de 13% da população mundial, distribuindo entre 11% dos homens e 

15% das mulheres.   Dados da Pesquisa de Vigilância de Fatores de Risco e 

Proteção para Doenças crônicas por Inquérito Telefônico (VIGITEL), realizada 

pelo do Ministério da Saúde, indicam crescimento na prevalência da obesidade 

entre a população brasileira no período de 2006 a 2018, saindo de 11,8% e 

chegando em 19,8%, um aumento de 67,8%.   

A pesquisa também demonstra que um crescimento no índice da 

população acima do peso, partindo de 30,8% e atingindo 55,7% em 2018, 

sendo a população do sexo masculino e da faixa etária entre 18 e 24 anos a 

mais afetada. Além disso, o crescimento da obesidade foi maior entre os 

adultos de 25 a 44 anos, com as mulheres apresentando uma taxa sutilmente 

maior em relação aos homens, sendo de 20,7% e 18,7%, respectivamente 

(BRASIL,2020). 
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2.2 FATORES GENÉTICOS E OBESIDADE  

 

A suscetibilidade ao ganho de peso que leva a obesidade pode estar 

relacionada a propensão genética de cada indivíduo e, nesse caso, o fator 

genético da obesidade está relacionado a variantes gênicas que geram impacto 

na adiposidade. Cerca de oito genes, com papel na diferenciação neuronal do 

núcleo paraventricular e na via leptina / melanocortina já tiveram relatados seu 

envolvimento na obesidade, são eles: da leptina (LEP), receptor de leptina 

(LEPR), proopiomelanocortina (POMC), pro hormônio convertase 1 (PCSK1), 

receptor de melanocortina 4 (MC4R ), homólogo obstinado 1 (SIM1), fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) e seu receptor TrkB codificado pelo 

gene do receptor neurotrófico de tirosina quinase tipo 2 (NTRK2) 

(CHOQUET,2011). 

A inativação, mesmo que incompleta, de alguns desses genes pode 

levar o indivíduo a hiperfagia que resulta em obesidade precoce. Acredita-se 

que o aspecto genético da obesidade possa estar relacionado a um único gene 

ou ser resultado da ação conjunta de vários genes, cada qual contribuindo com 

um aspecto fenotípico da condição (CHOQUET,2011; REDDON, 2016).  

Além disso, alterações nas funções gênicas, mesmo sem que ocorra 

alterações nas sequências do DNA (Ácido Desoxirribonucleico), podem resultar 

em alterações metabólicas que levam a obesidade, os chamados fatores 

epigenéticos. Nesse caso, ocorrem alterações químicas e reversíveis no 

material genético ou nas proteínas cromossômicas, as histonas, como 

variações no empacotamento da molécula de DNA, metilação gênica ou ação 

de RNA’s (Ácidos Ribonucleicos) não codantes, capazes de alterar o acesso da 

maquinaria celular a determinados genes, sendo está uma espécie de resposta 

a variações ambientais presentes em diferentes estágios da vida (OGREN, 

2008; REDDON, 2016; HAEMER, 2009, LEE,2014). 

Embora ainda não se tenha levado em consideração marcadores 

epigenéticos específicos, alguns estudos indicam que as exposições 

vivenciadas no ambiente materno podem afetar o fenótipo do indivíduo ao 

longo da vida, onde, por exemplo, um ambiente materno escasso em 

micronutrientes durante o desenvolvimento embrionário pode estar associado a 
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um maior risco de doenças crônicas, como a obesidade. Além disso, as 

vivências dos primeiros anos de vida também parecem ter um papel 

importante, como demonstrado em estudos que consideração o período de 

amamentação e a prevalência da obesidade, sendo observado que os 

indivíduos que foram amamentados por mais tempo apresentaram um risco 

menor de obesidade (HAEMER, 2009; DJIK,2015; JIRTLE, 2007; GILLMAN, 

2008; LEE, 2015). 

 

2.3 TECIDO ADIPOSO 

 

Os adipócitos são as células mais abundantes do tecido adiposo. 

Estas células apresentam gotas lipídicas em seu interior, sendo estas o local 

de armazenamento energético sob a forma de triglicerídeos. De modo geral, o 

tecido adiposo possui número pré-determinado de adipócitos em sua 

composição, com esse valor variando de acordo com o ambiente vivenciado na 

infância e na adolescência de cada indivíduo (JUNG, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Desenho esquemático dos quatro tipos de tecido adiposo. Da esquerda para a 

direita: Tecido adiposo branco, com função secretora e de armazenamento energético; 

Tecido adiposo rosa, papel no armazenamento energético, porém com maior atividade 

metabólica; Tecido adiposo bege, intermediário ao tecido adiposo branco e marrom, com 

função de armazenamento energético e produção de calor Tecido adiposo marrom, alta 

atividade metabólica e função termorreguladora (Adaptado de CORREA, 2019). 
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O tecido adiposo é considerado um órgão formado por diversos 

depósitos viscerais, cutâneos e perivasculares, com funções metabólicas e 

regulatórias plásticas, apresentando além dos adipócitos variados tipos de 

células imunes, fibroblastos e células endoteliais, todos envoltos pela matriz 

extracelular. De acordo com a região, esse órgão pode apresentar diferentes 

composições, com características regulatórias, morfológicas e funcionais 

variadas. Dessa forma, este tipo tecidual é classificado como tecido adiposo 

branco, marrom, bege e rosa (Figura 1), havendo grande adaptabilidade desse 

tecido o que proporciona a transdiferenciação entre eles (KERSHAW, 2004; 

FANTUZZI, 2005; CORREA, 2019; HEYN, 2020). 

Os adipócitos marrons são conhecidos pelo citoplasma com 

numerosas mitocôndrias ricas em proteína desacopladora-1 (UCP1), também 

chamada de termogenina, em sua membrana externa, necessárias para a 

dissipação de energia sob a forma de calor devido a sua função de 

termogênese. Estas células oxidam seus depósitos de gordura, que leva ao 

aumento da taxa metabólica e produção de calor (MARLATT, 2017).  

Por consequência de seu papel na produção de calor, por muito 

tempo, o tecido adiposo marrom foi considerado presente apenas em animais 

hibernante e, no caso de seres humanos, presente apenas em recém-nascidos. 

Entretanto, estudos atuais já demonstraram a presença funcional desse tecido 

nas regiões do pescoço e interescapular de indivíduos adultos 

(OUELLET,2012; CORREA, 2019). 

O tecido adiposo marrom pode ainda ser formado através do 

processo de transdiferenciação de adipócitos brancos, e, de modo similar, 

dependente do estímulo, também são capazes de se diferenciar, 

transformando-se em tecido adiposo bege ou branco (CORREA, 2019). 

Estudos vem demonstrando que esse tecido é metabolicamente ativo, sendo 

capaz de influenciar em respostas fisiológicas com a regulação do peso 

corporal e da glicose através da liberação de moduladores circulantes, além de 

fatores conhecidos como batocinas que são capazes de interagir com o 

sistema imune (MARLATT, 2017; SRIVASTAVA, 2019; HEYN, 2020).  
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O tecido adiposo bege, por sua vez, pode ser considerado como um 

tipo de adipócito intermediário entre o branco e o marrom, podendo apresentar 

a capacidade de termogênese, quando induzida pela presença de fatores 

ambientais como exposição intensa ao frio ou atividades físicas, sendo essa 

mudança reversível de acordo com o estímulo (JUN,2012; CORREA, 2019).   

Esse tecido é caracterizado pela presença de adipócitos 

multiloculares, denso em mitocôndrias e com um importante papel na 

regulação da glicose, sendo atualmente alvo de grande interesse como um 

potencial alvo terapêutico no tratamento de distúrbios metabólicos 

(GIORDANO, 2014; IKEDA, 2018; CORREA, 2019; HEYN, 2020). Durante a 

gravidez e a lactação, os adipócitos brancos também podem sofrer processo 

de transdiferenciação, transformando-se em um quarto tipo de adipócito, 

conhecido como adipócito rosa. Essas células se assemelham a células 

alveolares secretoras de leite, com núcleo central e arredondado, com 

citoplasma repleto de gotas lipídicas, grânulos de leite em seu interior e 

apresentam sua superfície apical rica em microvilosidades (CORREA,2019). 

No que se refere a estocagem energética, destaca-se o tecido 

adiposo em maior abundância, o tecido adiposo branco, onde os ácidos graxos 

estão estocados em uma grande gota lipídica unilocular presente no citoplasma 

da célula (CORREA, 2019). No entanto, eles também são consideravelmente 

responsáveis por funções endócrinas, já que participam ativamente da 

secreção de variados ativos metabólicos dos quais se pode destacar a leptina e 

a adiponectina (AHIMA, 2000; KERSHAW, 2004).  

O tecido adiposo branco é o que mais sofre remodelamento no 

contexto da obesidade, com alterações hiperplásicas e hipertróficas de suas 

células que resultam em expansão tecidual, alterações mitocondriais, hipóxia, 

fibrose e contribuindo para o desenvolvimento de processos inflamatórios 

(WELLEN, 2003; RAUSCH, 2009; ARNER, 2010, JUNG, 2014).  

Ao mesmo tempo em que essa expansão tecidual e alterações 

metabólicas ocorrem, mudanças imunológicas também acontecem, sendo 

observadas maior infiltrado inflamatório, principalmente de macrófagos. Além 

de mudanças nos próprios adipócitos que passam a liberar para a corrente 
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sanguínea ácidos graxos livres, que por serem reconhecido pelos receptores 

do tipo toll (Toll Like Receptor 4) acabam por direcionar a resposta imune para 

um perfil pró inflamatório, proporcionando um microambiente rico em estresse 

oxidativo e radicais livres que podem ser associados a danos ao DNA e 

mutações (JUNG,2014; HEYN,2020). 

A quantidade de adipócitos de um indivíduo é determinada na 

infância e adolescência e mesmo sob drásticas alterações no peso corporal 

está sujeito a poucas mudanças ao longo do tempo, com o aumento de volume 

do tecido adiposo na obesidade sendo maioritariamente definido pela 

hipertrofia (SPALDING, 2008).  

O número de adipócitos presentes no tecido é determinado pelas 

células que são constitutivamente presentes e pela capacidade de se realizar o 

recrutamento de precursores, que se tornam adipócitos maduros e atuam no 

armazenamento lipídico. A hiperplasia é um processo dependente da 

disponibilidade de pré adipócitos e no caso do tecido adiposo de indivíduos 

magros, é capaz de dar origem a uma vasta quantidade de adipócitos afim de 

auxiliarem na renovação tecidual sem que ocorra o comprometimento da 

estocagem energética (DROLET,2008; DIVELLA,2016).  

Entretanto, no caso do tecido adiposo obeso, o recrutamento 

acelerado leva ao esgotamento desses precursores o que compromete o 

desenvolvimento de novas células de gordura (TCHOUKALOVA, 2007).  Dessa 

forma, a hipertrofia das células adiposas parece ser o principal responsável 

pela expansão do tecido adiposo na obesidade (JO, 2009). 

A hipertrofia do tecido adiposo é uma adaptação a uma maior 

disponibilidade de triglicerídeos a serem armazenados. Esse processo, está 

associado a mudanças na matriz extracelular do tecido, como pouca presença 

de fibrose, que possui papel na regulação negativa na hipertrofia, visando sua 

limitação e manutenção da homeostase do tecido; e a baixa disponibilidade de 

pré adipócitos no tecido, limitando a possibilidade de geração de novas células. 

O aumento em relação ao volume dos adipócitos, está associada ao aumento 

do estresse celular, diminuição da flexibilidade metabólica e diabetes sistêmico, 

além do desenvolvimento de hipóxia (SUN, 2010; MUIR, 2016; DIVELLA,2016). 
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A obesidade é considerada uma condição de caráter inflamatório de 

baixo grau e crônica, caracterizada por alterações na homeostase do tecido 

adiposo. Devido ao papel dinâmico desse tecido,  com ação pela liberação de 

moléculas que agem de maneira autócrina, parácrina e endócrina, o 

desequilíbrio de seu funcionamento pode alcançar efeitos sistêmicos, levando a 

condições como alterações nos níveis de glicose que podem levar ao  aumento 

da resistência à insulina, alteração da diferenciação de pré-adipócitos, 

hipertrofia de adipócitos pré-existente, alterações nos perfis lipídicos, infiltração 

e polarização de macrófagos e liberação de citocinas inflamatórias 

(GREENBERG,2006; HEYN, 2020).   

Dentre as diversas moléculas proveniente do tecido adiposo, temos 

a adiponectina, com função importante no aumento da sensibilidade a insulina 

pelo fígado e pelo músculo. Esta adipocina potencializa o processo de 

oxidação de ácidos graxos, inibe a ação do TNF-α, além de atuar 

potencializando a secreção de citocinas anti-inflamatórias como a IL-10 

(WELLEN, 2003, ODEGAARD, 2011).  

Outro produto dos adipócitos a ser destacado é a leptina, esse 

hormônio tem sua ação no hipotálamo, onde induz o aumento do gasto 

energético e promove a saciedade, o que contribui com aspectos do peso 

corporal. No entanto, como essa substância é produzida pelo próprio tecido 

adiposo, o aumento dos níveis plasmáticos induz a resistência nas células alvo, 

como um processo de retroalimentação, já que ao mesmo tempo em que o 

excesso desse produto gera a resistência, a ausência dele também resulta em 

diferentes níveis de obesidade (GREENBERG,2006). 

Além desse papel metabólico, a leptina atua ainda em respostas 

inflamatórias, devido ao seu papel quimioatraente, pelo recrutamento 

monócitos e macrófagos, além de regular positivamente os mecanismos de 

defesa contra infecções bacterianas, por exemplo, pelo aumento na produção 

de TNF-α, IL-6, IL1β, IL-1ra, IL-10, MCP-1 e MIP-1α (ACEDO, 2013; FISCHER, 

2019). 

Em sinergia ao desbalanço hormonal, o remodelamento tecidual que 

ocorre na obesidade também influência na liberação de fatores pró 
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inflamatórios que passam a ser produzidos em maior quantidade, como TNF-α, 

interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), proteína quimiotática de monócitos 1 

(MCP-1), óxido nítrico sintase induzível (iNOS), além de alterações em 

proteínas coagulantes (GREENBERG,2006; DE PERGOLA, 2002, XU 2003; 

KANG, 2016; OLEFSKY,2010).  

Em conjunto, os fatores supracitados, agem em diversos tipos 

celulares como nas células endoteliais, fibroblastos e células do sistema imune, 

recrutando-as para o tecido e instaurando o processo inflamatório crônico 

(GREENBERG,2006; KANG, 2016, DIVELLA, 2016).  
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2.4 RESPOSTA IMUNE 

 

Uma parte considerável do tecido adiposo é formada por células 

imunes, que atuam promovendo a homeostase tecidual, entretanto o perfil de 

resposta dessas células está relacionado ao ambiente no qual elas estão 

inseridas. Dessa forma, um tecido adiposo desregulado acaba por liberar 

mediadores que recrutam e direcionam a resposta imune para o perfil pró 

inflamatório (KANG,2016; CORREA, 2019).  

Em um tecido adiposo eutrófico, a célula imune encontrada em 

maior número são os macrófagos que participam do remodelamento 

homeostático, promovendo a eliminação de adipócitos mortos e de seus 

metabólitos, além de participar do processo de diferenciação de pré adipócitos 

(JUNG,2014). Entretanto, a medida em que o contexto da obesidade vai se 

estabelecendo, pelo crescimento em tamanho e em número de adipócitos, a 

atividade desses macrófagos se torna mais intensa, já que há um aumento no 

número de células em processo de morte, sendo possível se observar um 

aglomerado de macrófagos ao redor dos adipócitos formando estruturas 

similares a coroas (Figura 2). Isso ocorre ao mesmo tempo em que há o 

desbalanço na produção e liberação de citocinas e graças a sua plasticidade, o 

perfil das células imune é dependente do ambiente no qual estão inseridas 

(WEISBERG, 2003; MURANO, 2008; CHA,2018; HEYN,2020).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Estruturas em coroa. A estrutura em coroa formada por macrófagos que se 

acumulam ao redor de adipócitos foi descrita por Weisberg em 2003. A esquerda, tecido 

adiposo de animais submetidos ao modelo de obesidade induzido por dieta; a direita, tecido 

adiposo de animais ob/ob. Os macrófagos foram evidenciados por imuno-histoquímica para 

F4/80 ao redor dos adipócitos do tecido adiposo perigonadal de camundongos machos. 

Adaptado de Weisberg, 2003. 
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Os macrófagos representam uma parcela significativa do sistema 

imune, com grande papel efetor na imunidade. São células que se 

desenvolvem na medula óssea a partir de progenitor mieloide comum que 

passa por diversos estágios de diferenciação até serem liberados para a 

corrente sanguínea onde recebem o nome de monócitos, sob a forma de uma 

população heterogênea que ainda se encontra em estágio de maturação, pelo 

reconhecimento e ação de fatores de transcrição e receptores específicos 

(MOSSER, 2008). 

Essas células circulam por quase todos os compartimentos 

teciduais, com a capacidade inclusive de se adentrarem ao tecido, passando 

por processos de maturação e transformando-se em macrófagos residentes, 

como forma de substituição de macrófagos teciduais senescentes, uma vez 

que esse tipo celular está presente constitutivamente e apresenta um papel 

importante na regulação, homeostase e vigilância imunológica de muitos 

órgãos e tecidos. (MOSSER, 2008; MARTINEZ, 2009; GORDON,2010). 

As células mononucleares fagocíticas possuem funções diversas, 

atuam na manutenção da homeostase, com papel na ciclagem de eritrócitos, 

na remoção de fragmentos celulares e células apoptóticas através da 

fagocitose e auxiliando no processo de remodelamento tecidual (KIM, 2005; 

ERWING, 2007; MOSSER, 2008; GORDON, 2018).  

Por outro lado, através de seus receptores, macrófagos são capazes 

de reconhecer e responder tanto a componentes endógenos, como detritos 

celulares provenientes de trauma ou estresse, anticorpos, proteínas do 

complemento e de choque térmico, opsoninas, ácidos nucleicos, carboidratos, 

proteínas e lipídios, quanto componentes microbianos. Esse reconhecimento 

pode resultar em fagocitose, processamento e apresentação de antígenos, com 

consequentes cascatas de sinalização que levam a ativação gênica de com 

secreção de moléculas bioativas, alterações na migração, adesão celular e 

comunicação com as células da própria imunidade inata e da adquirida, que 

irão resultar na eliminação do patógeno ou célula anormal, ocorrendo o 
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remodelamento tecidual após esse processo (GORDON, 2003; MOSSER, 

2008; GORDON, 2010). 

 Macrófagos apresentam grande diversidade morfológica e 

fenotípica de acordo com o órgão onde se encontram e sua condição de saúde 

ou doença. Essas células apresentam diferentes padrões de resposta de 

acordo com o estímulo que recebem no ambiente o qual estão inseridos, 

havendo, portanto, diferentes fenótipos de acordo com os tipos de genes que 

são ativados a partir dos estímulos disponíveis (STOUT, 2005; 

GORDON,2010). 

Este tipo celular apresenta natureza plástica, sendo capaz de alterar 

suas características de maneira progressiva e reversível, de acordo com as 

características da matriz extracelular, moléculas de adesão e citocinas 

presentes, desenvolvendo variados tipos de resposta, como o aprimoramento 

da resposta imune, atividade antimicrobiana ou sua supressão 

(GORDON,2003; STOUT, 2005; MOSSER, 2008).  

Embora seja bastante discutida a separação desse tipo celular em 

perfis antagônicos, sem que seja considerado padrões mistos ou intermediários 

de resposta, ainda se permanece utilizando a classificação em dois grandes 

perfis com base em sua ativação gênica: macrófagos ativados classicamente 

(M1) e alternativamente (M2), dentro dessa divisão ocorrem ainda subdivisões 

como M1a, M2a, M2b (MURRAY,2011). 

O perfil M1 está relacionado a condições inflamatórias com alta 

capacidade microbicida e tumoricida. Caracterizado pela expressão de genes 

que se ativam após o reconhecimento dos Padrões Moleculares Associados a 

Patógenos (PAMP’S) ou Padrões Moleculares associados ao Dano (DAMP’S), 

realizados via receptores do tipo Toll, pela presença de Interferon Gama (IFN-

γ) ou TNF-α no microambiente onde o macrófago se encontra. Quando 

ativados pela presença de LPS (Lipopolissacarídeos), essas células produzem 

mediadores como interferons (IFNs) tipo I, citocinas como as interleucinas IL-6, 

IL-8, IL -10, IL-12, IL-23 e quimiocinas como Ligante 8 de quimiocina de motivo 

C-X-C (CXCL8), ligante 3 de quimiocina, também conhecido como proteína 

inflamatória 1-alfa (MIP-1α / CCL3), proteínas inflamatórias de macrófagos 
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(MIP-1β) / CCL4) que agem de maneira autócrina e parácrina e participam do 

recrutamento de outras células como neutrófilos, células dendrítica, NK e 

linfócitos T para o local.  Ocorre ainda a produção de citocinas pró inflamatórias 

como IL-1β, IL-6 e TNF-α que sustentam esse microambiente inflamatório, 

resultando na ativação de fatores de transcrição como a STAT1, que em 

conjunto contribuem para eliminação do patógeno, mas que a longo prazo 

podem resultar em dano tecidual (MOSSER, 2008; MURRAY, 2011). 

O desenvolvimento e manutenção desse perfil está relacionado a 

outras células do sistema imune inato, como as NKs, e do adquirido, como 

linfócitos T de perfil Th1, já que essas células são importantes fontes de IFN-γ 

(MOSSER, 2008; MARTINEZ, 2009). 

 O perfil M2 está ligado a supressão do processo inflamatório, 

remodelamento tecidual e angiogênese e sua atividade está relacionada a 

presença de citocinas Th2 e a ativação de fatores de transcrição como o 

Transdutor de Sinal e Ativador da Transcrição 6 (STAT6), IL-4, IL-10 e IL-13, 

possuem um papel importante no desenvolvimento desse perfil. IL-4 e a IL-13 

compartilham os mesmos receptores e dessa forma apresentam efeitos 

similares, diferenciando-se uma da outra pela forma de sinalização e sua 

cinética (MARTINEZ, 2009; MURRAY, 2011). 

 As citocinas IL-4 e a IL-13  atuam inibindo a produção de citocinas 

pró-inflamatórias como IL-1β e a IL-8 , aumentam a expressão de moléculas de 

Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) II,  de receptores de 

manose, potencializam a pinocitose e endocitose, induzem produção de 

quimiocinas, como a quimiocina com motivo C-C 22(CCL22), inibem a função 

de Óxido Nítrico Sintase Induzida (iNOs) com aumento da atividade da 

Arginase (ARG) e aumentam a expressão de mediadores relacionado com o 

remodelamento tecidual (MARTINEZ, 2009). Embora também atue 

aumentando a atividade da ARG, a IL-10 atua de forma um pouco distinta, pois 

apresenta efeito variável na expressão dos receptores de manose e reduz a 

expressão de MHC II, além disso, essa citocina ativa o fator de transcrição 

Transdutor de sinal e ativador da transcrição 3 (STAT3) e potencializa a ação 

do STAT6 (GORDON,2003; MURRAY, 2011).  
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Diversos tipos celulares são capazes de produzir essas citocinas, 

como linfócitos Th2, basófilos, mastócitos, eosinófilos e dessa forma, assim 

como ocorre no perfil M1, o perfil M2 também está relacionado a ação da 

imunidade inata e da adaptativa. Esse perfil também pode se desenvolver pela 

presença de complexos imunes, ação de agonistas de receptores do tipo Toll, 

imunossupressores e glicocorticoides (GORDON,2009; MURRAY, 2011). 

No tecido adiposo de indivíduos magros e saudáveis a população de 

macrófagos residentes se caracteriza pela presença de 

marcadoresF4/80 + CD206 + CD301 + CD11c -, característicos de um perfil M2, 

com produção de poucas citocinas pró inflamatórias e predomínio da função da 

ARG em detrimento da ação da iNOs, com os macrófagos participando da 

manutenção da sensibilidade a insulina pelos adipócitos (LUMENG,2007; 

BOUTENS, 2018).  

Com o estabelecimento da obesidade, os próprios adipócitos 

passam a produzir adipocinas especificas, como a proteína quimioatraente de 

monócitos (MCP-1), que resulta em um maior acúmulo de macrófagos no 

tecido. Além do aumento no número de células, a presença de ácido graxos 

livres , liberados pelo tecido adiposo obeso,   age como gatilho para ativação 

clássica de macrófagos, passando para  o predomínio dessas células com os 

marcadores F4 / 80 + CD11c + , típicos do perfil M1,  com intensa produção de 

TNF-α, IL-6, atividade da óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e produção de 

MCP-1 pelos próprios macrófagos, o que contribuem para a manutenção do 

processo inflamatório e continuidade do recrutamento de células (LUMENG, 

2007; MOSSER, 2008; GORDON,2010; BOUTENS, 2018). 

Essa rápida expansão tecidual não é acompanhada pelo processo 

de angiogênese e por isso, o tecido adiposo obeso é caracterizado por áreas 

de hipóxia, com a expressão aumentada de genes como o fator 1-alfa induzível 

por hipóxia (HIF1-α). A ativação desse fator de transcrição está relacionada a 

manutenção dos níveis de energia frente a alterações metabólicas, mas 

também atua na via de sinalização para a transcrição de IL-1β. Além disso a 

exposição prolongada a ambientes pobres em oxigênio pode contribuir com a 
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morte de adipócitos, com liberação de conteúdo extracelular, o que novamente 

contribui com a sustentação do fenótipo pro inflamatório (BOUTENS, 2018). 

Esse tecido adiposo hipertrófico e inflamado se comunica de modo 

intenso e eficiente, seja com os próximos adipócitos, seja com células imunes 

que estão sendo recrutadas, como os macrófagos (LIANG,2017). 

 

2.5 TRANSDUTORES DE SINAL E ATIVADORES DE TRANSCRIÇÃO 

(STATs)  

Como já mencionado, essa comunicação pode ocorrer via citocinas, 

quimiocinas, proteínas solúveis, e, mais recentemente, vem sendo destacado 

que essa função pode ser feita através de vesículas liberadas pelas próprias 

células, podendo apresentar ação local ou sistêmica (LIANG,2017). 

A comunicação celular com o ambiente pode ocorrer via receptores de 

superfície que reconhecem moléculas especificas presente no meio externo. 

Esse reconhecimento resulta na transdução de sinais que regulatórios em vias 

de sinalização que atuam na regulação de processos como proliferação, 

diferenciação, migração, apoptose e sobrevivência celular. Esse 

reconhecimento resulta na transdução de sinais em vias que atuam na 

regulação de processos como proliferação, diferenciação, migração, apoptose 

e sobrevivência celular. Diversos estímulos induzem mudanças 

conformacionais em seus receptores e a consequente ativação de 

tirosinoquinases, como as (JAKS), associadas aos receptores e presentes 

constitutivamente inativas no citoplasma. As JAKS participam da fosforilação 

de   fatores de transcrição e transdutores de ativação (STATS) que por sua vez 

se translocam para porção nuclear e ativam a transcrição genica. O conjunto 

JAK/STAT tem papel fundamental em vários tipos de respostas celulares 

(SHUAI, 2003, IHLE et al., 2007) (Figura 3). 

As proteínas STATs fazem parte de uma família de fatores de 

transcrição, os quais se ativam via presença de ligantes extracelulares 

específicos, como diversas citocinas e fatores de crescimento e desempenham 

papel fundamental na resposta imune. Os diferentes tipos de STATs são 
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fosforilados por estímulos variados e de acordo com cada um, um diferente 

perfil de resposta será gerado. Dessa forma, essas proteínas transdutoras de 

sinal e ativadoras da transcrição são fatores essenciais na modulação de 

macrófagos (YANG, 2008, LI, 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As cascatas de sinalização dependente da ativação das STATs 

participam da processos regulatórios de genes relacionados a diferentes perfis 

de resposta. STAT1 e STAT2 são bem descritos como ativados por interferon, 

no qual a STAT1 promove a ativação de genes como o NOS2, relacionado a 

polarização de macrófagos M1 (induzida por IFN-γ/ LPS) (LI,2018). STAT1 

Figura 3. Esquema da via de sinalização JAK/STAT. O reconhecimento, via receptor 

específico, das moléculas de citocinas ativam as JAKs, que se fosforilam e mudam sua 

conformação, promovendo atividades catalíticas que promovem a fosforilalçao das STATs, que 

se dimerizam, translocando-se para o núcleo e dão continuidade a cascata de sinalização 

necessária para a transcrição gênica e consequente resposta ao estimulo.  
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também participa da ativação das vias das caspases, importante para 

mecanismos de morte celular programada como a apoptose (BOUSOIK, 2018). 

A STAT3 é ativada por estímulos associados ao fenótipo de macrófagos 

M2 (IL-10, TGF-β) e devido a sua relação ao ator nuclear κB (NF-κB) participa 

de processos de regulação de oncogenes, genes inflamatórios. Além disso, 

esse fator de transcrição está relacionado a aspectos de sobrevivência celular, 

como a expressão de proteínas anti-apoptoticas como Bcl-2 e na regulação 

negativa de proteínas pró apoptóticas como a P53 (LI,2018, BOUSOIK, 2018). 

A STAT4 por sua vez, participa de respostas a presença de citocinas pró 

inflamatórias, sendo ativada principalmente via receptor de IL-12, 

características de repostas imune do tipo Th1, e dessa forma, participa do 

direcionamento a esse perfil. Por sua vez, a STAT5 tem sua via ativada pela 

presença de IL-2 e está envolvida em processos de hematopoiese e 

proliferação de células T, além de participar de processos de sinalização no 

desenvolvimento de glândulas mamarias e da sinalização da prolactina 

(SHUAI,2003, BOUSOIK, 2018). 

A ativação de IL-4R e IL-13R, resultam na transdução de sinal que 

ativam STAT6, com esse fator de transcrição sendo associado ao perfil Th2, 

sendo o principal fator de transcrição ativo em macrófagos M2, regulando 

diversos genes inflamatórios como a Arginase 1 (Arg1) (LAWRENCE, 2011, 

LI,2018). 

A via de sinalização das STATs é  relacionada a polarização de 

macrófagos. O balanço entre a ativação de STAT1 e STAT3 / STAT6, regula o 

direcionamento do perfil de resposta dessas células. O aumento na ativação de 

NF-κB e STAT1 direciona a polarização para M1, com ativação genica 

relacionadas a respostas citotóxicas e a produção de mediadores pró 

inflamatórios, com supraregulacao de genes que codificam   a iNOS (SICA, 

2012, WANG, 2014). A polarização de macrófagos para o perfil M2 esta 

principalmente relacionada a fosforilação e ativação de STAT6. Por sua vez, a 

ativação desse fator de transcrição se relaciona a ativação e aumento da 

expressão de genes típicos como Arg1, receptores de manose e quimiocinas 

relacionadas a esse perfil (LAWRENCE, 2011, YU, 2019) 
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2.6 VESÍCULAS EXTRACELULARES 

  

As vesículas extracelulares (VE’s) são potentes ferramentas para a 

comunicação celular, carregando componentes variados até as células alvo, 

onde atuam no controle fisiológico para manutenção da homeostase. As 

células receptoras, ao receberem e internalizarem esse conteúdo, que pode ser 

dos mais variados tipos de biomoléculas como, proteínas, lipídios, açúcares e 

ácidos nucleicos, passarão por alterações que podem impactar tanto nas 

funções fisiológicas quanto patológicas (DENG,2019; YÁÑEZ-MÓ,2015; 

ZHAO,2017). As principais vesículas extracelulares descritas atualmente são 

classificadas em três classes: Corpos apoptóticos, Microvesículas e 

Exossomos (YÁÑEZ-MÓ,2015, STAHL,2019). 

Os corpos apoptóticos são vesículas liberadas por bolhas ou 

brotamento na membrana, formadas pela atividade da actina e miosina na 

membrana plasmática, em células em processo de morte celular programada, 

com o diâmetro variando entre  50nm–2μm. Apresentam fosfatidilserina 

externalizada em sua membrana e seu conteúdo comumente possui 

fragmentos de organelas e material genético, com seus marcadores mais bem 

aceitos sendo a Anexina V, trombospondina e o C3b (GYÖRGY,2011; AKERS, 

2013; ZABOROWSKI,2015). 

De modo similar, as microvesículas também formadas por 

brotamento e fissão na membrana plasmática (Figura 4), como resultado da 

redistribuição dos fosfolipídios de membrana e reorganização do citoesqueleto, 

apresentam a molécula de fosfatidilserina externalizada, no entanto, são 

liberadas fisiologicamente por células saudáveis. Apresentam tamanhos 

bastante variáveis, de 100 nm - 1μm e sua liberação para o ambiente está 

condicionada a diversos mecanismos, como por exemplo, ação de receptores e 

alterações nos canais de cálcio. Assim como os corpos apoptóticos, as 

microvesículas podem ser identificadas pela ligação a Anexina V, no entanto 

como este não é um marcador específico, outros critérios precisam ser utilizado 

em conjunto, como marcadores teciduais ou marcadores de superfície celular 
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como ARF6, VCAMP3 (GYÖRGY, 2011; AKERS, 2013; COLOMBO, 2014; 

ZABOROWSKI, 2015; YÁÑEZ-MÓ, 2015; STAHL, 2019). 

As menores vesículas extracelulares já descritas são os exossomos, 

cujo tamanho pode variar de 30- 150 nm. Também são envoltos por membrana 

de bicamada lipídica e apresentam a fosfatidilserina externalizada, podendo ser 

identificado por marcação com Anexina V, no entanto, possuem marcadores 

específicos como CD63, CD81, CD 82, CD53, CD 37, CD9, LAMP1 e TSG101. 

A principal diferença dessa vesícula em comparação as outras duas está em 

sua biogênese (DENG, 2019; GYÖRGY, 2011; ARKERS, 2013; 

ZABOROWSKI, 2015; ZHAO, 2017) e devido a sua origem endossomal, essas 

vesículas também podem apesentar marcadores como RabGTPase, SNAREs, 

flotilina, Alix (RAPOSO, 2013). 

A formação dos exossomos ocorre no interior do compartimento 

endossomal, região onde ocorre o endereçamento de vesículas e moléculas. 

Os endossomos iniciais se fundem com vesículas endocíticas que foram 

direcionadas a reciclagem, degradação ou liberação no meio extracelular 

(Fig.4). Em seguida, as moléculas destinadas a ciclagem, são separadas e o 

conteúdo restante pode ser observado sob a forma de pequenas vesículas, 

chamadas de corpos multivesiculares, presentes no lúmem endossomal, no 

interior dos endossomos tardios que podem ter dois destinos: serem 

degradados nos lisossomos ou liberados pela membrana plasmática, 

recebendo o nome de exossomos (ARKERS, 2013; COLOMBO, 2014; YÁÑEZ-

MÓ, 2015). 
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Para que essas vesículas possam resultar alterações nas células 

receptoras, é necessário que ocorra a interação com a célula receptora ou que 

conteúdo seja internalizado, seja por meio da fagocitose, macropinocitose, 

fusão de membrana ou pelo reconhecimento de receptores com seus ligantes, 

sendo ainda discutido se essa internalização de conteúdo é um processo 

aleatório ou um direcionamento especifico, já que este pode seguir por 

caminhos variáveis, podendo ser degrado, novamente secretado ou seu 

conteúdo pode interagir levando a mudanças na fisiologia celular (THÉRY, 

2009; YÁÑEZ-MÓ, 2015; MATHIEU,2019). 

A quantidade e conteúdo de cada um desses três tipos de vesículas 

extracelulares é heterogêneo e variável de acordo com a célula de origem e 

sua condição fisiológica, no entanto, de modo geral, é comum a presença de 

proteínas de citoesqueleto, proteínas citosólicas, proteínas de tráfego de 

vesículas, enzimas, ácidos nucleicos. As propriedades bioquímicas e 

estruturais também são variáveis e dependentes do sítio extracelular função de 

cada vesícula (THÉRY, 2009; D- JONGO, 2012; ZABOROWSKI,2015).  

As vesículas extracelulares podem transportar diferentes tipos de 

ácidos nucleicos funcionais, como por exemplo RNA’s mensageiros (mRNa), 

RNA não codificante, RNA transportador (tRNA), e regular a transcrição gênica 

a nível pós transcricional.  O tipo e a função desse material estão relacionados 

a condição celular e parece desempenhar um papel de adaptação e 

sincronização do estado funcional celular, podendo ocorrer efeitos na 

angiogênese, hematopoiese, tumorigênese, com ação parácrina ou sistêmica 

(VALADI, 2007; LÖTVALL ,2014). As Microvesículas de adipócitos de ratos, 

carregam transcritos de proteínas associadas a biogênese de gotas lipídicas, 

adipocinase microRNA’s (miRNA’s) que participam da síntese lipídica 

Figura 4: Liberação e formação de microvesículas e exossomos. Microvesículas são liberadas para o 

meio extracelular pelo brotamento na membrana plasmática. Por outro lado, os exossomos são liberados 

pela fusão de corpos multivesiculares com a membrana plasmática. Adaptado de Raposo, 2013. 



27 
 

(MULLER, 2011). Enquanto, os exossomos derivados de tecido adiposo obeso 

de camundongos obesos possuem em seu interior miRNA-34a que age 

inibindo a polarização de macrófagos M2 através da regulação negativa de 

fatores de transcrição (PAN,2019). Além disso, a presença desses miRNA’s 

tem um papel importante na modulação e função efetora em outras células 

imunes, podendo atuar aprimorando a sinapse imunológica entre células 

apresentadoras de antígenos e células T, ou atuando no direcionamento 

dessas células para diferentes perfis (YÁÑEZ-MÓ, 2015). 

No entanto, os exossomos secretados por macrófagos residentes no 

tecido adiposo polarizados para o perfil M1 podem liberar exossomos que 

carregam miRNA-155, que ao serem captados por células próximas pode 

suprimir a expressão de fatores de transcrição relacionados a sensibilidade a 

insulina. De mesmo modo, macrófagos de perfil M2 podem liberar exossomos 

contendo miRNA-223 que ao serem internalizados por adipócitos pode torná-

los mais sensíveis a insulina (STAHL,2019). 

Outro possível conteúdo presente nas vesículas extracelulares são 

as citocinas. Um estudo avaliou através em sistemas in vitro, ex vivo e in vivo a 

relação entre citocinas e vesículas extracelulares, sendo analisadas trinta e três 

citocinas diferentes, foi demonstrado que a forma pela qual as citocinas eram 

liberadas, dentro de vesículas ou como moléculas solúveis, variavam de acordo 

com o sistema utilizado. Citocinas como IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IL-15, IL-16, IL-

18, IL-21, IL-22, IL-33, Eotaxina, ligante 10 de quimiocina com motivo C-X-C 

(IP-10), Fator Estimulador de Colônias 1 (M-CSF),  ligante 9 de quimiocina 

(CXCL9), MIP-3α, Fator de Crescimento Tumoral (TGF-β) e TNF-α foram 

preferencialmente secretadas no interior de vesículas celulares  nos três 

modelos avaliados, com a presença desses mediadores encapsuladas 

aumentado quando avaliadas em células estimuladas (FITZGERALD,2018). 

O conteúdo diverso das vesículas extracelulares é bastante 

relacionado a resposta imune. Vesículas extracelulares produzidas por células 

dendríticas, diferenciadas a partir do sangue humano e estimuladas com LPS, 

são capazes de carregar moléculas de MHC-II, CD-40 e CD-83, importantes 

mensageiros imunológicos (OBREGON, 2009). Além do TNF-α, que ao serem 

entregues a células T podem resultar em sua ativação (OBREGON, 2009). 
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Microvesículas, provenientes de monócitos de linhagem celular humana 

previamente estimulados com LPS, possuem em seu interior a citocina IL-1β, 

além de componentes do inflamassoma como o domínio pirina da família NLR 

contendo 3 (NLRP3), que atuam promovendo a ativação de células endoteliais, 

e amplificando o processo inflamatório (WANG,2011).  

Vesículas extracelulares produzidas por adipócitos diferenciados in 

vitro podem interagir de maneira autócrina no tecido, levando ao aumento na 

produção TNF-α e do MCSF pelos próprios adipócitos, além de agirem 

alterando a expressão gênica de macrófagos, supra regulando os genes 

responsáveis pela produção de IL‐6, TNF‐α e monócito quimioatraente 1 (MCP‐

1), macrófago ativado e outras quimiocinas (WU, 2020). Exossomos liberados 

pelo tecido adiposo de camundongos obesos são carreadores de moléculas 

pró-inflamatórias que ao serem recebidas por macrófagos promovem sua 

ativação e migração, contribuindo para o processo inflamatório, sendo proposto 

que o contexto obeso altera a produção dessas vesículas o que por sua vez 

desregula a ação de certas proteínas e lipídios presentes nos exossomos 

(DENG, 2009). 

Adipócitos de linhagem celular quando submetidos a stress se 

tornam hipertróficos e aumentam sua secreção de microvesículas, com essas 

vesículas sendo capazes de aumentar a migração de leucócitos tanto avaliados 

in vitro (macrófagos) quanto in vivo (monócitos e macrófagos) (EGUCHI, 2015). 

Macrófagos tratados com exossomos produzidos por células troncos derivadas 

do tecido adiposo sofreram aumento da presença de mRNA para ARG-1 e IL-

10, típicos do perfil M2, o que indica que essas vesículas podem esta 

relacionadas a polarização celular, in vitro. Quando injetado em animais 

submetidos ao modelo de obesidade, os exossomos das células tronco do 

tecido adiposo inibiram a hipertrofia dos adipócitos ao mesmo tempo em que 

houve redução na produção de mRNA para TNF-α, IL-12 e IL-6 e 

reprogramação dos macrófagos M1 para M2, demonstrando que os exossomos 

podem desempenhar um papel na modulação do processo inflamatório (ZHAO, 

2017). 

 Diante do exposto, apesar de nos últimos anos o interesse pelo 

estudo de vesículas celulares e sua relevância nos processos de saúde doença 
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ter se tornado crescente, um maior entendimento a respeito desse mecanismo 

ainda é necessário. Como dados da literatura já demonstram, exossomos e 

microvesículas podem ter em seu interior moléculas capazes de imunomodular 

diversos tipos celulares e dessa forma, o estudo dessas vesículas secretadas 

pelo tecido adiposo podem auxiliar na compreensão do mecanismo pelo qual o 

estado inflamatório observado no tecido adiposo obeso se estabelece. 
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3 OBJETIVOS  

3.1 OBJETIVO GERAL  

Caracterizar exossomos derivados do tecido adiposo de 

camundongos C57BL/6 submetidos ao modelo de obesidade induzido por dieta 

hiperlipídica e avaliar suas interações com macrófagos in vitro. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1.Isolar exossomos do tecido adiposo perigonadal de camundongos 

submetidos a dieta hiperlipidica e dieta controle; 

2. Caracterizar exossomos obtidas do tecido adiposo dos animais 

submetidos à dieta hiperlipidica e controle; 

3. Avaliar como os exossomos do tecido adiposo dos animais 

obesos influenciam na polarização e na produção de mediadores inflamatórios 

em macrófagos murinos derivados da medula óssea, comparados ao tecido 

adiposo dos animais controle. 
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4 METODOLOGIA 

  

 Para o desenvolvimento do presente estudo foi elaborado o 

seguinte desenho experimental (Fig.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Desenho experimental. 
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4.1 ANIMAIS  

 

Para a realização dos ensaios, camundongos C57BL/6, machos e 

fêmeas, com 4-6 semanas de idade, obtidos do Centro de Biologia da 

Reprodução (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora, foram 

acondicionados em biotério climatizado, com temperatura e fotoperíodos 

controlados e livre acesso a água e ração. Como caráter preventivo, foi 

realizada a vermifugação dos animais com Ivermectina diluída em água por 

durante 7 dias.  

Todos os procedimentos realizados estão de acordo com o 

preconizado pelo Código Brasileiro para Utilização de Animais de Laboratório, 

tendo sido aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

UFJF, sob número 038/2019. 

 

4.2 MODELO DE OBESIDADE 

 

Após a definição dos grupos experimentais, ao longo de 12 semanas 

foram observadas às alterações de peso e médias de ingestão dos animais. 

Para o grupo submetido ao modelo de obesidade, foi ofertada a 

dieta hiperlipidica (HFD), produzida no laboratório e adaptada de Maioli et al 

(2016), de modo a garantir que o aporte calórico fosse baseado em 60% de 

gordura, enquanto os demais nutriente fossem equivalentes ao da dieta padrão 

(Tabela 1). Para a produção de 1 kg de ração, cada ingrediente listado abaixo 

foi pesado e homogeneizado em multiprocessador, com a massa resultante 

sendo colocada em recipientes e mantida congelada a -20ºC até o momento da 

oferta. Os animais do grupo controle foram alimentados com ração comercial 

padrão da Nuvilab. 

Após as 12 semanas, os animais foram eutanasiados para coleta do 

tecido adiposo perigonadal de ambos os grupos, assim como fêmures e tíbias 

do grupo controle para a obtenção de macrófagos. 
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Tabela 1: Ingredientes utilizados para o preparo de 1kg de ração hiperlipídica. 

 

Ingrediente Peso (g) 

Caseína 200 

Sacarose 100 

Amido de milho 115,5 

Amido Dextrinizado 132 

Banha 315 

Óleo de soja 40 

Celulose 50 

Mistura de minerais AIN-93 35 

Mistura de vitaminas AIN-93 10 

L- Cistina 3 

Bitartarato de Colina 2,5 

 

 

4.3 OBTENÇÃO DOS EXOSSOMOS 

 

 O tecido adiposo coletado, em ambiente estéril, foi acondicionado 

em tubo falcon estéril contendo 1% de antibiótico 100 UI/mL (penicilina e 

estreptomicina) para pesagem. Posteriormente, adicionou-se solução tampão 

de fosfato (PBS) 1x para lavagem das amostras, realizando centrifugações de 

baixa rotação para remoção de impurezas e de células sanguíneas.  Em 

seguida, o material foi picotado em porções milimétricas e distribuído em 

placas de cultura de seis poços, contendo meio de cultura DMEM High Glicose 

(Gibco®) suplementado com 1% de antibiótico (penicilina e estreptomicina) e 

incubado por 24 horas em estufa de cultura a 5% de CO2, adaptado de 

FERRANTE et al (2015).  

Para obtenção dos exossomos, o sobrenadante coletado foi 

submetido a uma série de centrifugações e ultracentrifugações, de acordo com 

o protocolo adaptado de Gurunathan (2019), Kranendonk (2014) e Théry 

(2006): 10 minutos a 400 xg, para remoção de corpos apoptóticos; 2500 xg por 

10 minutos para remoção de debris celulares; 45 minutos de centrifugação a 

19000 xg, no qual haverá a formação de pellet contendo microvesículas. A 
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fração de microvesículas foi ressuspendida em PBS 1x, novamente 

centrifugada a 19000 xg por 45 minutos. A fração restante foi filtrada em 

milipore de 0,22 µm e submetida à ultracentrifugação de 100000 xg por mais 1 

hora e 10 minutos a partir da qual foi obtido o pellet contendo os exossomos, 

que foi ressuspendido em PBS 1x e novamente ultracentrifugado a 100000 xg 

por mais 1hora e 10 minutos (Fig.6). 

 As microvesículas e exossomos obtidos foram aliquotados e 

armazenados em freezer -80ºC para as análises e ensaios posteriores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Esquema do protocolo de obtenção de vesículas extracelulares. Para a obtenção das 

amostras, após o processamento, as amostras de tecido foram mantidas em cultura por 24 

horas. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e submetido a série de centrifugações e 

ultracentrifugações. Após a obtenção do pellet contendo as microvesículas (MVs) ou 

exossomos (Exos), o tubo foi novamente centrifugado e ultracentrifugado, respectivamente, 

para lavagem de todo o meio de cultura que pudesse ter ficado presente na amostra. 

 

 

4.4 CARACTERIZAÇÃO DOS EXOSSOMOS 

4.4.1 Tamanho dos exossomos 

 

 Com relação ao tamanho, os exossomos foram caracterizados, 

utilizando a técnica do espalhamento de luz dinâmico (DLS) através do 

Amostra de Tecido 

Adiposo 

Pellet MVs 

Pellet Exossomos 

10 

min  

400 x 

45 min  

19000 x 

g 

1 h e 10 

min 

100000 x 

10 min  

2500 x 

g 

30 min  

10000 x g 

Sobrenadante 

coletado após 24h 
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equipamento no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments,Reino 

Unido) do Laboratório de Desenvolvimento de Sistemas Nanoestruturados 

(LDNano) da Faculdade de Farmácia da UFJF. 

Para tal, 50 mL de amostra que estavam acondicionadas em PBS 

1x, tiveram seu volume reajustado para 1 mL, sendo filtradas para a remoção 

de possíveis cristais, levadas ao vórtex para homogeneização e, em seguidas, 

transferidas para cubetas de quartzo (ZEN2112) para leitura no equipamento. 

 

4.4.2 Quantificação proteica  

 

 Para quantificação total do conteúdo proteico dos exossomos e 

das microvesículas foi utilizado o kit de dosagem de proteínas Micro BCA™ 

ProteinAssay (ThermoScientific™ Pierce™), seguindo a metodologia proposta 

pelo fabricante. 

 

 

4.5 OBTENÇÃO DOS MACRÓFAGOS DERIVADOS DA MEDULA ÓSSEA 

(BMDMs) 

4.5.1 Cultura de Células L929 

A linhagem de fibroblastos provenientes de tecido conjuntivo de 

camundongos L9292 (NCTC clone 929 [L cell, L929, derivative of Strain L] 

(ATCC® CCL1™) secreta para o meio extracelular o fator estimulador de 

colônias MCSF (GERSUK, 2004) e por isso o sobrenadante dessas células foi 

utilizado como fonte dessa citocina. 

As células foram cultivadas em meio DMEM (Gibco) suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina e estreptomicina (1%) em garrafas 

de cultura e mantidas em estufa contendo 5% de CO2 a 37ºC. A cada dois dias 

as células foram lavadas com PBS 1x estéril e o meio de cultivo substituído por 

meio novo, até chegar a aproximadamente 80% de confluência. Após atingir 

essa porcentagem, o sobrenadante foi coletado em tubo Falcon, centrifugado 
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10 minutos a 1500 rpm para remoção de debris e restos celulares, 

acondicionado em um novo tubo e conservado a -20ºC até o momento do uso. 

 

4.5.2 Isolamento das células da medula óssea e obtenção dos 

macrófagos 

   

Os membros inferiores dos camundongos controle foram coletados 

em fluxo laminar e dissecados para o isolamento do fêmur e da tíbia, sendo 

acondicionados em PBS 1x estéril e gelado até o momento da realização do 

flushing. Com o auxílio de tesouras e pinças as epífises dos ossos foram 

removidas, utilizando seringa e agulha de insulina para a lavagem com 10 mL 

de PBS 1x gelado, até que fosse observado que o osso estivesse transparente 

e toda a medula óssea fosse removida. A suspensão de células foi passada 

pelo cellstrainer de 70 µm e com o auxílio do embolo da seringa os possíveis 

pedaços da medula foram macerados, sendo posteriormente, centrifugada por 

10 minutos a 400 xg em temperatura ambiente, com o sobrenadante sendo 

descartado e o pellet ressuspendido em meio RPMI (Gibco®), contendo 10% 

SFB, 1% de antibiótico (penicilina e estreptomicina) e 15% de sobrenadante de 

L929, utilizado como fonte de MCS-F necessário para a diferenciação em 

macrófagos. Com a concentração ajustada para 4x106 células por mL, foi 

plaqueado 10 mL da solução de células com o meio completo em placas de 

petri que foram incubadas em estufa controlada com 5% de CO2 a 37ºC. No 

terceiro dia, 10 mL de meio RPMI foi reposto, mantendo a concentração 10% 

SFB, 1% (penicilina e estreptomicina) e 15% de sobrenadante de L929 

(adaptado de ZHANG et al, 2008 e FRANCKE et al, 2011). 

Ao final de sete dias do protocolo de diferenciação, as placas de 

Petri contendo os macrófagos derivados da medula óssea, tiveram seu 

sobrenadante coletado e foram colocadas no gelo. Em seguida, foi adicionado 

5 mL de PBS 1x estéril, bem gelado, e com o auxílio de Cell Scraper a placa foi 

raspada para auxiliar no descolamento das células. A suspensão células foi 

então recolhido e transferido para um tubo tipo falcon de 15 mL e o 

procedimento repetido por três vezes. A solução de células foi centrifugada 10 
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minutos, 4ºC, 1500 rpm e ressuspendido em meio 5 mL de RPMI com 10% 

SFB, 1% de antibiótico. 

Todos os ensaios foram realizados em placas de cultura de 24 

poços, sendo usada a concentração 4x105 células por poço em um volume de 

0,5 mL de meio RPMI suplementado. 

 

4.5.3 Caracterização dos macrófagos 

 Para avaliar se o processo de diferenciação foi eficaz na 

obtenção de BMDMs foi analisada a presença de F4/80, uma glicoproteína, 

constitutivamente expressa e considerada um marcador de superfície 

específico para macrófagos murinos. 

Após a coleta do sobrenadante, conforme descrito no item anterior, a 

suspensão de células em PBS foi centrifugada por 10 minutos, 4ºC, 400 g.No 

pellet de células ressuspendido em tampão de FACS (PBS com 1% de SFB), 

foi adicionado 1 μL do anticorpo anti F4/80 (FITC), com a solução incubada em 

geladeira e protegida da luz por 40 minutos. 

Após o período de marcação, a suspensão foi novamente 

centrifugada por 10 minutos, 4ºC, 400 g e ressuspendida em 300 μL de tampão 

FACS. As amostras foram avaliadas em citômetro de fluxo FACScanto 

(Becton&Dickinson) com 30.000 eventos adquiridos e definidas com base no 

tamanho versus granulosidade (FSC x SSC) e na granulosidade por 

intensidade de fluorescência (FL1-H). 

 
 

 

4.6 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE TRABALHO DOS 

EXOSSOMOS 

Baseado em dados bibliográficos e nas dosagens de quantidade de 

proteínas através do kit BCA, foi estabelecida a concentração de trabalho de 25 

e 50 µg/mL para os ensaios utilizando os exossomos. 



40 
 

 Para avaliar o perfil de transcrição gênica em células tratadas 

com os exossomos foram utilizados BMDMs nas seguintes condições: 

estimulados com os exossomos de tecido adiposo dos animais obesos nas 

concentrações 25 e 50 µg/mL; estimulados com os exossomos de tecido 

adiposo dos animais controle nas concentrações 25 e 50 µg/mL e não 

estimulados. 

 

 

4.7 PCR EM TEMPO REAL  

 

4.7.1 Extração de RNA 

 

Após a coleta do sobrenadante para os demais ensaios, as células 

foram lavadas com PBS estéril, e em seguida,  adicionado 0,5 mL de Trizol 

(Invitrogen, Califórnia, EUA) por poço, realizando movimentos de up-dowm.  

Essa solução de células, foi transferida para um eppendorf e armazenada por 

pelo menos 24h a -80 ºC. 

Após descongelamento em gelo, adicionou-se 200 μL de clorofórmio 

ao eppendorf, sendo a solução incubada por 3 minutos em temperatura 

ambiente. Após este período, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm a 

4°C por 15 minutos para separação das amostras em três fases distintas.  

O RNA presente na fase aquosa superior foi coletado e transferido 

para outro eppendorf, sendo adiconado 500 μL de isopropanol em seguida, 

incubados por 10 minutos a temperatura ambiente e posteriormente 

centrifugados a 12.000 rpm a 4°C, por 15 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e o pellet lavado duas vezes com etanol 75%.  Após as lavagens, 

os eppendorfs foram deixados invertidos sobre papel toalha com a tampa 

aberta, para evaporação do etanol. Após a secagem foi adicionado 30 μL de 

água RNAse free e em seguida armazenados em freezer -80°C. 
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4.7.2 Síntese do DNA complementar (cDNA) 

 

A absorbância das amostras de RNA foi determinada em 

espectrofotômetro (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific), para avaliar a 

qualidade e para quantificação do material genético das amostras. As 

dosagens foram feitas a partir de 2 μL da amostra e a quantidade de RNA foi 

padronizada.  

A síntese de cDNA foi realizada pela técnica de transcrição reversa 

(RT), a partir das fitas de mRNA. A síntese foi realizada em tubos nuclease-

free, utilizando-se os seguintes reagentes: enzima Transcriptase Reversa 

(AppliedBiosystems) (1 μL), dNTP (Desoxirribonucleotídeos Fosfatados) 

(0,8μL), random primers (2 μL), RT buffer (2 μL) e H2O RNasefree (4,2 μL). Os 

tubos foram levados ao termociclador nas seguintes condições: 25°C por 10 

minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C por 5 minutos, com a temperatura final 

do ciclo chegando a 4°C.  

O cDNA sintetizado foi diluído na proporção 1:2 em água extra pura 

e armazenados a -20ºC até o momento do uso. 

 

4.7.3 Avaliação da expressão dos mRNAs  

 

 Após a síntese do cDNA, foi realizada a reação em cadeia da 

polimerase (PCR). Com iniciadores (5`-3`) utilizados para análise da expressão 

de mRNAs específicos conforme descrito na tabela abaixo (Tab.2). O gene de 

referência utilizado foi a beta-actina. 

Para a reação de real time PCR os cDNAs foram diluidos 1:2 em água extra 

pura. As reações foram feitas no volume final de 20 μL, dos quais 5 μL de 

amostra cDNA e 15 μL da solução contendo 10μL Syber Green Master Mix 

(Applied Biosystems), primers Foward (0,4 μL) e reverse (0,4 μL) de cada 

gene, na concentração de 10 µM e água extra pura (4,2 μL). O ensaio de Real-

time PCR foi realizado equipamento Step One Plus Real-time RT-PCR System, 

utilizando-se as seguintes condições: Desnaturação inicial a 95ºC por 10 

minutos, 40 ciclos 95ºC por 15 segundos para desnaturação, seguido do 
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anelamento dos primers e extensão a 60 ºC por 1 minuto e 95ºC por 15 

segundos. 

Cada amostra foi feita triplicatas biológicas, usando triplicatas de poços. 

Como controle negativo para a reação de real-time PCR foram utilizados poços 

que continham o mix da reação mais os primers e água ultrapura. 

 A análise das curvas de melting e de dissociação foi feita ao final de 

cada corrida como controle da qualidade da amplificação gênica. 

Para análise da expressão gênica através de Real-time PCR foi utilizado 

o método Delta-Delta Ct (∆∆Ct). Esse método utiliza o threshold cycle (CT), que 

é o número de ciclos em que a fluorescência ultrapassa o limiar, threshold, ou 

seja, onde há aumento significativo na emissão de fluorescência. Calculou-se 

inicialmente o ∆CT de cada amostra, subtraindo-se os valores de CT do gene 

controle (β- actina) dos valores de CT do gene alvo. Após determinação do 

∆CT da amostra.  Para o cálculo do ∆∆CT utilizou-se a fórmula seguinte: [∆CT 

(amostra) – ∆CT (amostra controle)]. Uma vez determinado o ∆∆CT, aplicou-se 

a fórmula 2-∆∆CT, que resultou no valor da expressão gênica relativa. 

Tabela 2 :Primers a serem utilizados para a realizados para a avaliação dos perfis dos 

macrófagos tratados com os exossomos. 

PRIMERS 

  Foward (5' --> 3') Reverse (3' --> 5') 

Arg-1 CCTGCTTTCCTCTCCTTTCTC GTTTCCTGGCCTACACATTTC 

iNOS GGCAGCCTGTGAGACCTTTG CGTTTCGGGATCTGAATGTGA 

STAT 1 GGATCGCTTGCCCAACTCT TGCAGGTTCGGGATTCAACA 

STAT 6 CATCAGCACCTTGGAGAGCA  AGGACCATTGACAGGAGGGT 

IL-6 GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA 

IL-10 GATGCCCCAGGCAGAGAA CACCCAGGGAATTCAAATGC 

IL-4 GTCCCCTCCCACTACAAATG ATTCCCCTAGCTATCCCCTAG 

TNF-α CTACTTTGGAGTCATTGCTCTGTG CCAGCATCTTGTGTTTCTGAGTAG 

β- 
actina CCACCATGTACCCAGGCATT CCACCATGTACCCAGGCATT 
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4.8 DOSAGEM DE CITOCINAS  

 

 Para determinar como os exossomos influenciam na produção de 

citocinas, foi coletado os sobrenadantes de macrófagos derivados da medula 

óssea não estimulados ou estimulados com diferentes condições de 

exossomos.  Os sobrenadantes coletados foram avaliados quanto à presença 

da citocina pró-inflamatória TNF-α imunoenzimático (ELISA) do tipo sanduíche, 

utilizando a metodologia proposta no kit comercial. 

 

 

4.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

  

A análise estatística dos dados foi avaliada através do 

GraphPadPrism 6.0 (software). Os resultados são expressos em função da 

média ± desvio padrão. As comparações entre os grupos foram realizadas por 

análise de variância ANOVA com pós teste de Bonferroni ou Teste T de 

Student. Foi considerada como significativa às análises estatísticas que 

apontaram p<0,001.  Para análise estatística da dosagem de citocinas foi 

realizada a comparação entre os grupos através da análise de variância one-

way ANOVA seguido do pós-teste Tukey. 
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5 RESULTADOS 

5.1 MODELO DE OBESIDADE 

 

 O peso dos animais de ambos os grupos foi acompanhado 

semanalmente, com aumento significativo no peso dos animais do grupo que 

recebeu a dieta hiperlípica a partir da nona semana, conforme é possível 

observar no gráfico abaixo (Fig. 7). 
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Figura 7: Peso corporal dos camundongos C57BL/6. Os animais alimentados com a dieta 

hiperlipidica (n=6) apresentaram aumento de peso corporal, com diferença significativa, em 

relação ao grupo de animais alimentados com a dieta padrão (n=6), a partir da semana 9. O 

asterisco representa diferença estatística em teste Two-way ANOVA, seguido do pós teste 

Bonferroni (p<0,001). 

  

Foi observado que o aumento de peso corporal não havia relação 

com a hiperfagia, já que os animais do grupo HFD tinham menor consumo de 

ração desde a primeira semana quando comparados aos camundongos 

alimentados com a dieta padrão (Figura 7).  



46 
 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1
0

1
1

1
2

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

C o n s u m o  d o s   A n im a is

S e m a n a s  d e  d ie ta

C
o

n
s

u
m

o
 d

iá
ri

o
l 

(g
)

D ie ta  C o n tro le

H F D

*

*  p < 0 ,0 0 0 1

 

Figura 8: Consumo de ração por gaiola ao longo das semanas. Houve diferença significativa 

na ingesta entre o grupo alimentado com a HFD e o grupo tratado com a dieta controle na 

semana 7. Os grupos foram divididos em duas gaiolas, cada uma com seis camundongos 

C57BL/6. O asterisco representa diferença estatística em teste Two-way ANOVA, seguido do 

pós teste Bonferroni (p<0,001). 

  

Também foi quantificado o peso das gorduras perigonadais 

coletadas para esse estudo.  Como esperado, foi observado que os animais 

submetidos à HFD apresentaram aumento significativo no peso da gordura 

quando comparados ao grupo controle, sendo este um indicativo do 

desenvolvimento de obesidade nesses animais (Figura 8). 
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Figura 9: Peso da gordura perigonadal dos animais. Após a eutanásia dos animais o material 

foi coletado e pesado em balança analítica.  Houve diferença significativa entre o peso da 

gordura perigonadal do grupo alimentado com a HFD quando comparado ao grupo que 

recebeu a dieta controle. Os grupos foram divididos em duas gaiolas, cada uma com seis 

camundongos C57BL/6. O asterisco representa diferença estatística em teste T de Student 

(p<0,001). 

 

5.2 CARACTERIZAÇÃO DOS EXOSSOMOS 

 5.2.1 Tamanho dos exossomos 

 Após o processamento o tecido adiposo (T.A) perigonadal foi 

mantido em cultura por 24 horas. Após esse período, o sobrenadante foi então 

coletado e submetido à centrifugação diferencial para a obtenção das 

microvesículas e posteriormente ultracentrifugado para a obtenção dos 

exossomos.   

As amostras acondicionadas em PBS, após serem homogeneizadas 

foram então caracterizadas quanto ao tamanho pela técnica do espalhamento 

dinâmico da luz (DLS). Foi observado  o tamanho médio das partículas  de 131 

± 36 nm, com a maioria das partículas, (19,1%), medindo em torno de 122,4 nm 

(Figura 10). 
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5.2.2 Quantidade de proteína 

 Para determinar as concentrações dos ensaios funcionais, após a lise 

das amostras foi realizada a dosagem de proteína através do kit de BCA 

(Tabela 3). Foram obtidos os seguintes valores médios de concentração 

proteica: 

Tabela 3: Concentração de proteína encontrada nas vesículas extracelulares. 

 

 
Controle Obeso 

Exossomos 2,831,405 ug/mL 2732,4 ug/mL 

Microvesícula 1816,56 ug/mL 3,944,411 ug/mL 

 

 

Figura 10: Tamanho dos Exossomos. Após a coleta e processamento das amostras, o tamanho foi avaliado 

pelo equipamento Zetasizer Nano ZS. A análise nesse equipamento revelou que o maior percentual dessas 

vesículas interceptadas pelo laser estava distribuído tinham o tamanho de 131 ± 36 nm. 
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5.3 OBTENÇÃO DE MACRÓFAGOS DERIVADOS DA MEDULA ÓSSEA 

 Para confirmar a efetividade do processo de diferenciação das 

células provenientes da medula óssea em macrófagos, ao final dos sete dias 

do processo as células foram avaliadas através de citometria de fluxo quanto à 

presença do marcador F4/80, sendo essa uma glicoproteína bem estabelecida 

como um marcador específico de macrófagos murinos. Após a marcação com 

o anticorpo, as amostras foram adquiridas em citometro de fluxo, gerando os 

gráficos conforme apresentado abaixo (Fig.9).  

Da população analisada, cerca de 34,5% (Figura 9A) podem ser 

considerados macrófagos, com base em seu tamanho e granulosidade, e 

destes, cerca de 98,4% se mostraram positivos para a marcação com o F4/80 

(Figura 9D). 

 

 

 

 
 

Figura 11: Citometria de fluxo F4/80. Visualização de granulosidade (SSC) por intensidade de 

fluorescência de células derivadas da medula óssea de camundongo C57BL/6. Em (a) e (b) as células 

não marcadas, com o delineamento dos gates esperadas para população. Em (c) e (d) as células 

marcadas com o F4/80 (FITC). As análises foram realizadas no software FlowJo 10.7.1. 
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5.4 EXPRESSÃO GÊNICA DE MACRÓFAGOS TRATADOS COM 

EXOSSOMOS DO TECIDO ADIPOSO  

 

 Após a extração e conversação do RNA em cDNA dos macrófagos 

derivados da medula óssea tratados com as diferentes concentrações de 

exossomos do tecido adiposo dos animais obesos e controle foi realizada a 

técnica RT PCR.  

Utilizando-se a quantificação relativa, os dados obtidos foram 

apresentados em relação a um gene controle endógeno, β- actina. A presença 

desse gene controle é fundamental para corrigir variações em passos 

anteriores à amplificação. 

A expressão gênica relativa dos genes avaliados foi calculada com base 

no método 2–∆∆Ct, comparando o tratamento com exossomos do tecido adiposo 

obeso com o tratamento na mesma concentração com os exossomos do tecido 

adiposo controle.  

Os dados obtidos são interpretados como a expressão do gene de 

interesse em macrófagos tratados com os exossomos do tecido adiposo obeso 

em comparação à expressão genica dos macrófagos tratados com os 

exossomos do tecido adiposo controle. 

Com relação à Arginase 1, foi observado que o tratamento com 

exossomos de T.A obeso reduziu sua expressão. A menor concentração (25 

µg/mL) reduziu a expressão dessa enzima a valores próximos de zero (0,006), 

enquanto a maior concentração (50 µg/mL), manteve sua expressão em 

valores próximos a metade (0,40) do observado na mesma concentração no 

tratamento com exossomos do T.A controle (Figura 12). Para a enzima óxido 

nítrico-sintase induzida, também foi observado que a menor concentração de 

exossomos reduziu a expressão para níveis próximos de zero (0,09), 

entretanto, a maior concentração levou a superexpressãoo desse gene (17,3) 

(Figura 13). 
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Figura 12: Mudança no nível de expressão do gene Arginase1.BMDMs foram tratados com 25 

e 50 µg/mL de exossomos do tecido adiposo obeso e controle por 24 horas. Os dados 

representam a quantidade de gene alvo normalizado em relação ao controle que é considerado 

1. 
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Figura 13: Mudança no nível de expressão do gene Óxido nítrico sintase. BMDM foram 

tratados com 25 e 50 µg/mL de exossomos do tecido adiposo obeso e não obeso por 24 horas. 

Os dados representam a quantidade de gene alvo normalizado em relação ao controle que é 

considerado 1. 
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Para o fator de transcrição, STAT1 foi observado que, em comparação 

ao tratamento com exossomos do T.A controle, a concentração de 25 µg/mL 

reduziu a expressão desse fator praticamente pela metade (0,47) (Fig. 14). 

Entretanto, essa mesma concentração induziu a expressão de STAT6 cerca de 

três vezes (3,19) mais do que o observado na mesma concentração de 

exossomos do T.A controle (Figura 15). Para a concentração de 50 µg/mL, não 

houve alteração na expressão da STAT6 (1,26), enquanto a STAT1 teve sua 

expressão aumentada (1,67). 
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Figura 14: Mudança no nível de expressão do fator de transcrição STAT1. BMDMs foram 

tratados com 25 e 50 µg/mL de exossomos do tecido adiposo obeso e controle por 24 horas. 

Os dados representam a quantidade de gene alvo normalizado em relação ao controle que é 

considerado 1. 

 

  O perfil de transcrição genica de citocinas também foi avaliado. As duas 

concentrações de tratamento de exossomos do T.A obeso levou a uma discreta 

redução no perfil de transcrição da citocina IL-10 (0,81 para a menor 

concentração e 0,69 para maior) (Figura 17). Já para a IL-6, a maior 

concentração levou a redução da expressão a mais do que a metade (0,32), 

enquanto o tratamento com a concentração de 25 µg/mL levou a expressão 

seis vezes maior (6,49) (Figura 16). 
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Figura 15: Mudança no nível de expressão do fator de transcrição STAT6. BMDMs foram 

tratados com 25 e 50 µg/mL de exossomos do tecido adiposo obeso e não obeso por 24 horas. 

Os dados representam a quantidade de gene alvo normalizado em relação ao controle que é 

considerado 1. 
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Figura 16: Mudança no nível de expressão da citocina IL-6. BMDMs foram tratados com 25 e 

50 µg/mL de exossomos do tecido adiposo obeso e controle por 24 horas. Os dados 

representam a quantidade de gene alvo normalizado em relação ao controle que é considerado 

1. 
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Figura 17: Mudança no nível de expressão da citocina IL-10 . BMDMs foram tratados com 25 e 

50 µg/mL de exossomos do tecido adiposo obeso e não obeso por 24 horas. Os dados 

representam a quantidade de gene alvo normalizado em relação ao controle que é considerado 

1. 

 

5.5 DOSAGEM DE CITOCINA 

 Para confirmar o perfil pró-inflamatório clássico sugerido pela análise de 

expressão gênica relativa, o sobrenadante dos macrófagos derivados da 

medula óssea tratados com os exossomos do tecido adiposo por 24 horas foi 

avaliado quanto a presença de TNF-α pelo ensaio ELISA.  

A concentração de 50 µg/mL foi a que, em conjunto, apresentou dados 

mais consistentes de expressão dos genes pró-inflamatórios, e por isso foi 

selecionada para a dosagem de TNF-α. Os dados demonstraram que essa 

citocina foi significativamente mais expressa no tratamento com exossomos 

obesos do que comparado ao tratamento com exossomos do tecido adiposo 

obeso e ao não tratado (Figura 18). Os resultados foram apresentados levando 

em conta as médias de 3 experimentos independentes. 
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Figura 18: Efeitos do pré-tratamento com exossomos do tecido adiposo na produção de TNF-

α. BMDMs foram tratados com exossomos na concentração de 50 µg/mL por 24 horas. Os 

resultados foram expressos em média ± desvio padrão da média de 4 replicatas de 3 ensaios 

independentes. *p < 0,05  
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6 DISCUSSÃO  

A obesidade é consequência da estreita relação de fatores genéticos, 

epigenéticos, individuais e ambientais que de modo amplo resultam no 

acúmulo exacerbado de lipídios no tecido adiposo branco. A prevalência da 

obesidade e sobrepeso mais do que triplicou desde 1975 e estudos indicam 

que até 2025 a prevalência global chegará a 18% nos homens e 21% nas 

mulheres. Além disso, também vendo sendo notório o crescimento nos índices 

da obesidade infantil, com dados da OMS apontando para em torno de 39 

milhões de crianças com sobrepeso ou obesas em 2020. Esses números são 

alvo de uma preocupação ainda maior, já que a manutenção dessa tendencia 

pode resultar em índices ainda maiores de adultos obesos no futuro (NCD, 

2016; WHO 2021). 

A disfunção do tecido adiposo está associada a diversas doenças crônicas 

inflamatórias e metabólicas, como diabetes tipo 2, dislipidemias, doenças 

cardiovasculares, hepáticas, além de ser fator de risco para doenças 

infecciosas como a própria COVID-19 (TANG, 2021; GONÇALVES, 2021).  

 O tecido adiposo é um órgão complexo, dinâmico e adaptável às 

alterações de armazenamento e demanda energético, processo no qual a 

diferenciação e hipertrofia dos adipócitos é fundamental. Esse mecanismo é 

controlado por diversos fatores de transcrição, mediados por PPARγ, que 

controlam genes lipogênicos e adipogênicos, além de participar da regulação 

da produção de citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α, um ator chave na 

inflamação de baixo grau presente na obesidade (TANG, 2021). 

Além dos adipócitos maduros e pré adipócitos, diversas outras células 

compõe o tecido adiposo, como fibroblastos, células endoteliais e componentes 

imunes (LEE, 2010).  

Dentre as células imunes presentes nesse tecido, temos os macrófagos, 

neutrófilos, células dendríticas, mastócitos, eosinófilos, células dendríticas, 

células natural killer e linfócitos. Dentre essas células imunes presentes no 

tecido adiposo, os macrófagos merecem destaquem, perfazendo cerca de 5% 

do total de células desse tecido. Já para modelos murinos e humanos obesos, 

a população de macrófagos podem chegar até 50% do componente celular 
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desse tecido. Apesar da alteração na população de macrófagos residentes ser 

a mais proeminente, a quantidade das outras células imunes também varia de 

acordo com o estado metabólico do tecido e, em conjunto, contribuem com a 

inflamação crônica desse tecido (FERRANTE, 2013, BOUTENS,2016). 

O remodelamento do tecido adiposo, tanto do ponto de vista do 

amadurecimento dos pre adipócitos, adipogênese ou recrutamento de células 

imunes, só ocorre porque esse tecido metabolicamente ativo se comunica por 

meio de fatores diversos. No contexto obeso, o processo de remodelamento é 

alterado e há desequilíbrio na secreção de moléculas bioativas que por sua vez 

contribui com o recrutamento de monócitos (BAI,2015, LONGO,2019). Em 

conjunto, os fatores citados levam a crer que a inflamação metabólica do tecido 

adiposo ocorre graças a interação entre células e moléculas no contexto de 

excesso de nutrientes e nesse sentido, a interação entre células adiposas e 

imunes é fundamental (SORISKY,2013). 

O tecido adiposo se comunica de maneira ampla, seja de modo sistêmico, 

com outros órgãos, ou local, no contexto célula a célula pela liberação de 

adipocinas, citocinas, hormônios, fatores de crescimento (BAI, 2013).  Além 

dessas moléculas, o tecido adiposo secreta, assim como uma vasta gama de 

outros tipos teciduais, os exossomos, um tipo de vesícula extracelular que 

interage com diversos tipos células e desencadeiam respostas de cunho 

fisiológico, patológico e de proliferação e diferenciação (ZHANG,2015).  

Os exossomos são estruturas de escala nanometrica, cujo tamanho é 

bastante variável de acordo com a literatura de referência. Wortzel (2019) e 

colaboradores classificam o tamanho dessas vesículas entre 30-150 nm de 

diâmetro. Essas vesículas extracelulares se diferem das demais principalmente 

devido sua biogênese, que se origina da via endocítica. As membranas que 

delimitam o endossomo se invaginam, formando vesículas intraluminais no 

interior do endossomo, formando um compartimento que recebe o nome de 

corpo multivesicular. Por sua vez, esses corpos se fundem à membrana 

plasmática e são liberados para o meio extracelular (ZHANG,2019). 

 A caracterização do exossomos é essencial para os trabalhos utilizando 

estas vesículas e no presente estudo, foi observado que os exossomos 
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provenientes do tecido adiposo de camundongos C57BL/6 possuem tamanho 

médio de 131 ± 36 nm. Deng e colaboradores (2009) avaliou o tecido adiposo 

visceral de animais submetidos modelo de obesidade por dieta hiperlipidica 

(60% do aporte calórico advindo de gorduras) e demonstrou que os exossomos 

desse tecido possuem entre 60 e 100 nm de diâmetro. Mais recentemente, Xie 

e colaboradores (2018) também avaliou exossomos do tecido adiposo cutâneo 

e visceral de animais em modelo de obesidade e demonstrou que o tamanho 

dessas vesículas extracelulares estava ente 20 e 100 nm.  Zhou e 

colaboradores (2020) por sua vez, avaliou o tecido adiposo marrom, obtido da 

região subescapular de camundongos C57BL/6 também no modelo de 

obesidade por dieta e encontrou tamanho variável para os exossomos, com a 

maior parte dessas vesículas variando entre 90 e 110 nm. Esses dados 

ilustram que, apesar da origem semelhante, o tamanho dos exossomos pode 

ser bastante variável, o que compatível com os achados deste trabalho. 

A composição dos exossomos parece ser estreitamente relacionada com o 

tipo de célula e do ambiente do qual se origina (ZHANG, 2019) Podem 

apresentar em seu interior lipídios, proteínas, ácidos nucleicos como DNA e 

variados tipos de RNA (miRNA, mRNA, por exemplo) (KIM,2000). Uma vez em 

contato com a célula alvo os exossomos podem interagir via diversos 

mecanismos como: estimulação direta através de ligantes presentes na 

superfície; transferência de receptores ativados; e reprogramação epigenética 

de células receptoras por meio da entrega de seu conteúdo (ZHANG,2019). 

O perfil de polarização de macrófagos vem sendo amplamente estudado em 

diversas condições patológicas e pode ser sugerido com base no metabolismo 

da L- arginina (YANG,2014). Nesse sentido, a classificação de macrófagos 

M1/M2 pode ser baseada na via preferencial do metabolismo desse 

aminoácido, na qual a via óxido nítrico sintase (iNOS) para NO é associada a 

M1 e a via da citrulina/ arginase para conversão em ornitina e ureia para M2 

(RATH, 2014). 

Nossos resultados mostram que o tratamento de macrófagos derivados da 

medula óssea (BMDM), considerados como perfil M0, com a concentração de 

50ug/mL de exossomos provenientes do tecido adiposo obeso revelou um 
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aumento da expressão da iNOS a níveis dezessete vezes maior do que o 

expresso na mesma concentração com o tratamento realizado com exossomo 

do tecido adiposo controle. Nesse mesmo contexto, a expressão relativa de 

arginase foi reduzida pela metade, quando comparada ao tratamento controle. 

Esses resultados sugerem que o tratamento com os exossomos do tecido 

adiposo obeso direciona o metabolismo da L- arginina para a via do oxido 

nítrico, favorecendo a produção de mediadores pró inflamatórios, e sendo um 

indicativo da polarização desses macrófagos para M1.  

A alteração significativa, porém modesta na concentração de TNF-α 

(<100pg/mL) no sobrenadante BMDMs tratados com exossomos do tecido 

adiposo, em conjunto a alteração da expressão da iNOS e arginase, sugere 

uma relação direta entre os exossomos do tecido adiposo obeso e a 

manutenção do estado inflamatório crônico de baixo grau bem caracterizado na 

obesidade. 

Bardi e colaboradores (2018) também avaliou o potencial dos exossomos 

na alteração fenotípica de macrófagos, utilizando marcadores funcionais, como 

a iNOS e arginase, para caracterização dos perfis M1 e M2. O trabalho avaliou 

a regulação de iNOS e arginase em macrófagos da linhagem RAW264.7 

tratados com exossomos de melanoma e observou a expressão aumentada de 

mRNA para iNOS e redução da atividade da arginase, sugerindo que o 

tratamento induziu a polarização para macrófagos M1. Kim e colaboradores 

(2019) também avaliaram o potencial de alteração fenotípica desencadeado 

por exossomos em macrófagos. Em seu trabalho foi demonstrado que o 

tratamento com exossomos de macrófagos previamente polarizados para M2 

eram capazes de reprogramar macrófagos M1, direcionando seu fenótipo para 

M2. Como indicativo dessa alteração, foi avaliado através de imuno-

histoquímica o sinal imunorreativo tanto da iNOS quanto da arginase, sendo 

observado que o tratamento com a concentração de 50ug/mL foi capaz de inibir 

completamente o sinal da iNOS enquanto o da arginase se tornou mais 

proeminente, similar ao resultado encontrado em nosso estudo. 

A via bioquímica na qual a L- arginina é metabolizada resulta em diferentes 

aspectos funcionais nos macrófagos e duas enzimas são de grande 



61 
 

importância nesse processo: enzima NO sintase induzível (iNOS) e Arginase 

(Arg). Através da iNOS, macrófagos M1 produzem oxido nítrico (NO), 

necessário para a resposta citotóxica, mas que também é responsável pela 

inibição da proliferação celular. A arginase, por sua vez tem um papel na 

regulação da L- arginina, convertendo essa molécula em em L-ornitina e uréia, 

e utilizando esse metabolito para a proliferação celular e reparo de danos 

teciduais, típicos de macrófagos M2 (YANG, 2014).  A arginase participa da 

regulação da disponibilidade de arginina para a síntese de NO e dessa forma, 

participa da regulação imunológica em geral, influenciando em processos 

inflamatórios, infecciosos e até mesmo no desenvolvimento de câncer (RATH, 

2014). 

O tratamento com exossomos oriundos de TA de animais obesos também 

foi capaz de aumentar a expressão gênica da citocina IL-6 , além de aumentar 

a secreção de TNF-α por BMDMs. Esses resultados vão de encontro com o 

proposto por Zhou e colaboradores (2020), que em uma revisão recente 

destacou que exossomos do tecido adiposo estimulam a diferenciação de 

monócitos sanguíneos em macrófagos de perfil inflamatório caracterizado pelo 

aumento da secreção de TNF-α e IL-6 e levando a alterações na via de 

sinalização JAK/STAT. 

A literatura é vasta quando se discute a concentração de uso de 

exossomos, variando largamente, com trabalhos utilizando 10 ug/mL (BARDI, 

2018; HAM, 2018), 25ug/mL, 50 ug/mL (KIM,2019), 5 – 50ug/mL (PIAO, 2017) 

Assim, optamos por usar duas concentrações distintas (25 e 50 ug/ml). Apesar 

de muitos resultados similares, a concentração de 50 ug/ml mostrou uma 

polarização de perfil M1 mais homogênea que a concentração de 25 ug/ml. 

Vale ressaltar que os artigos vêm progressivamente abandonando a ideia de 

perfis exclusivamente M1 ou M2 (MURRAY, 2016) e sim uma polarização com 

características predominantes M1 ou M2 e seus subtipos. 

Em nosso estudo observamos que tratamento de BMDM com exossomos 

provenientes do tecido adiposo obeso resultou na redução da expressão de 

STAT1 e aumento da STAT6 A via de sinalização JAK/STAT é crucial para a 

regulação de respostas imunológicas inatas e adaptativas. Essa via é 
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negativamente regulada pela presença de proteínas supressoras de 

sinalização de citocinas (SOCS) que atuam pelo mecanismo de feedback 

negativo. Redução na expressão de SOCS já foi associada ao aumento dos 

níveis de mRNA de STAT1 direcionado do perfil de macrófagos para M1. De 

maneira similar ao que observamos, Liang e colaboradores (2017), demonstrou 

ainda que em conjunto a regulação negativa das SOCS1, a expressão de IL-4 

e IL-10 (Figura 17) também foram suprimidas, ao mesmo tempo que a 

expressão de TNF-α e IFN-γ foi significativamente regulada positivamente.  

 Além da regulação via STATs e SOCs, outro fato de transcrição também 

participa da polarização M1/M2. O fator 4 semelhantes a Krüppel (KLF) é uma 

regulador transcricional que promove a polarização para M2. O reconhecimento 

da citocina IL-4 por seu receptor (IL- 4R) resulta na fosforilação de STAT6 e 

dessa forma, aumenta a expressão de KLF4. A presença do miRNA-34a foi 

destacada por regular negativamente esse fator, reduzindo a polarização para 

M2, inclusive em BMDM (ZHENG, 2015; PAN,2019). Como perspectiva, nosso 

grupo de pesquisa, pretende avaliar o conteúdo dos exossomos do tecido 

adiposo quanto a presença de miRNAs, já que esses podem participar 

diretamente do processo de polarização.  

Em um trabalho Braune e colaboradores (2017) avaliou-se o tecido adiposo 

perigonadal de camundongos com obesidade induzida por HFD. A análise da 

expressão genica demonstrou aumento da expressão genica das citocinas IL-4, 

IL-13 e IL-6 e seus receptores.  O explante foi então estimulado com IL-4 e 

observou-se que a STAT6 estava cerca de dez vezes mais ativada do que o 

grupo controle no mesmo tratamento. Esse estudo demonstrou um aumento 

dos receptores e da produção de IL-6 pelo tecido adiposo e que essa citocina 

estava associada a proliferação de macrófagos, com esse processo 

acontecendo via suprarregulacao do receptor IL-4R. Sendo ainda demonstrado 

que a depleção desse mediador direcionou o perfil dos macrófagos residentes 

a M1 (BRAUNE,2017). 

No presente estudo foi observado que o tratamento por 24 horas com 

exossomos, proveniente do tecido adiposo de animais com modelo de 

obesidade induzido via HFD, na concentração de 25ug/mL em BMDMs inibia a 
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expressão de ARG1, iNOS, STAT-1, com leve redução de IL-10, ao mesmo 

tempo em que aumentava a expressão de IL-6.  De modo interessante, a 

redução da expressão de ARG1 simultânea ao aumento de IL-6 em BMDMs 

também foi observada por Dichtl e colaboradores (2021) que demonstrou que a 

IL-6 é a principal via de regulação da atividade da arginase em macrófagos M1, 

atuando através da sinalização IL6Rα e STAT3. 

A concentração de 50 ug/mL foi a que apresentou dados mais homogêneos 

entre os genes avaliados, no direcionamento de resposta para o perfil M1 

afetando a expressão genica relativa de diversos genes relacionados a 

polarização, com regulação positiva da iNOS, STAT-1 e aumento da secreção 

de TNF-α. Ao mesmo tempo, esse tratamento levou a redução da expressão de 

arginase, STAT-6 e a supressão da transcrição de citocinas como IL-6 e IL-10. 

Ainda, de forma interessante a IL-6 parece ter um papel relevante na 

proliferação de macrófagos M2 em tecido adiposo, marcando caráter 

controverso desta citocina (BRAUNE,2017). 

As alterações do tecido adiposo na obesidade contribuem para que 

respostas endócrinas e imunológicas se alterem, levando ao surgimento e piora 

de doenças metabólicas, que por sua vez contribuem para o desenvolvimento 

de diversas doenças como aterosclerose, hipertensão, dislipidemia, diabetes 

tipo II (DE LORENZO, 2019). A desregulação metabólica e o processo 

inflamatório decorrente da obesidade são fatores de risco para diversos tipos 

de câncer, como o câncer de mama, acelerando a progressão tumoral e 

contribuindo para o aumento de metástase, já demonstrados pelo nosso grupo 

(MENEZES,2019).  As alterações imunológicas decorrentes da obesidade 

também influenciam no prognostico de doenças infecciosas virais, sendo 

relacionado ao aumento do risco de desenvolvimento de complicações clínicas, 

como pneumonia grave, e ao pior prognóstico na infecção por influenza e pelo 

SARS-CoV-2 (ANDRADE, 2021), além disso, uma recente análise 

epidemiológica realizada por nosso grupo demonstrou que a obesidade é um 

fator significativo para o desenvolvimento das formas mais graves de COVID-

19 (GONÇALVES, 2021). 
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 Os resultados demonstrados no presente trabalho sugerem que 

exossomos de tecido adiposo de obeso conduzem macrófagos M0 para um 

perfil inflamatório clássico. Dessa forma, se faz necessário a melhor 

compreensão do papel dos exossomos do tecido adiposo e seu papel na 

interação com o sistema imunológico.  A elucidação mais completa desse 

mecanismo de comunicação celular, bem como a identificação das moléculas 

envolvidas, pode vir a sugerir os mecanismos e vias envolvidas nesse processo 

de imunorregulacao e assim contribuir para o melhor entendimento de como o 

processo inflamatório crônico e de baixo grau presente na obesidade se 

desenvolve e como e sua associação ao pior prognostico de doenças crônicas, 

inflamatórias e câncer. 

 

 

7 CONCLUSÃO  

  

 

Os resultados apresentados nesse trabalho sugerem que os exossomos 

provenientes do tecido adiposo de animais obesos possuem o potencial de 

modular o perfil de respostas de macrófagos derivados da medula óssea, 

direcionando-os para o perfil M1, associado a características pro inflamatórias.  
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