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RESUMO 

 

Diversos estudos exploram o papel de vesículas extracelulares (EVs) em 

tumores devido ao seu conteúdo, que reflete a natureza de suas células produtoras, 

e por sua importância na comunicação intercelular. Entretanto, os efeitos de EVs na 

capacidade funcional das células do sistema imune não estão completamente 

elucidadas. Assim, o intuito do presente trabalho foi avaliar a influência de EVs 

liberadas por células de melanoma murino no metabolismo e capacidade funcional de 

macrófagos indiferenciados. Para isto, EVs liberadas por células de melanoma murino 

B16F10 (EVs-mel) foram caracterizadas e utilizadas em ensaios in vitro com 

macrófagos primários obtidos após diferenciação de precursores medulares de 

camundongos C57BL/6. Resultados obtidos no presente estudo e apresentados em 

formato de artigo que será submetido ao periódico Frontiers in Cell and Developmental 

Biology mostraram que macrófagos cultivados com diferentes concentrações de EVs-

mel tiveram maior captação de glicose, aumento de expressão de iNOS, maior 

produção das citocinas TNF-α, IL-6 e IL-10, porém sem diferenças significativas na 

sua capacidade fagocítica. Dados preliminares também sugerem aumento da 

produção de ROS em macrófagos tratados com 7,5 µg/mL de EVs. Em conjunto, 

dados aqui apresentados mostram que macrófagos primários cultivados com EVs-mel 

apresentam perfil de ativação mais compatível com macrófagos M1 ou de perfil 

inflamatório. Estes achados são relevantes e fornecem novas informações sobre o 

efeito de EVs derivadas de células tumorais e seu possível papel modulador para 

explorar o desenvolvimento de terapias anticâncer. 

 

Palavras-chave: Câncer de pele, células B16F10, exossomos, glicose, perfil 

inflamatório. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Many studies seek to explore the role extracellular vesicles (EVs) play in tumors 

due to the nature of their producing cells, as well as the importance they have in 

intercellular communication. However, the effects EVs exercise on the functional 

capability of the immune system’s cells are not completely elucidated. Therefore, this 

study aims at evaluating the influence EVs from murine melanoma cells have on the 

metabolism and functional capacity of undifferentiated macrophages. To do so, EVs 

released by B16F10 melanoma murine cells (EVs-mel) were characterized and in vitro 

assays were performed with primary macrophages obtained from C57BL/6 mice 

medullary precursors after differentiation. Results obtained in this study demonstrate 

that macrophages cultivated with different concentrations of EVs-mel had greater 

glucose uptake, increased expression of iNOS and IL10, significant increase in the 

production of cytokines TNF-α, IL-6 and IL-10, however no significant differences of its 

phagocytic capability were obtained. These results are being presented in paper format 

and are being submitted to the journal Frontiers in Cell and Developmental Biology. 

Preliminary data also suggests an increase of the ROS production in macrophages 

that were treated with 7,5 µg/mL of EVs. Data presented in this study shows that 

primary macrophages treated with EVs-mel tend to present an activation profile more 

compatible with M1 macrophages, or of inflammatory profile. Thus, these findings are 

relevant and offer new information on the effect of EVs derived from tumor cells and 

their likely modulator role in the development of anticancer therapies. 

 

Key words: Skin Cancer, B16F10 cells, exosomes, glucose, inflammatory profile. 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1 Melanoma 

 

O melanoma é uma neoplasia que se origina da transformação maligna de 

melanócitos, células produtoras de melanina, responsáveis pela pigmentação e 

proteção da pele contra danos causados pela radiação ultravioleta (UV) (BIAN et al., 

2021; TURNER; WARE; BOSENBERG, 2018). Embora a pele seja o local de maior 

ocorrência da doença (melanoma cutâneo), pode também ocorrer em outros locais 

onde os melanócitos estão presentes como: olhos, mucosa gastrointestinal, genitais, 

sistema urinário e meninges (ACIKALIN et al., 2020; HEISTEIN; ACHARYA, 2021; 

KAHL et al., 2021; SAYAN et al., 2020; WOHLMUTH et al., 2020). 

O desenvolvimento da doença é multifatorial, decorrente da interação entre 

exposição ambiental e fatores genéticos, sendo o principal fator de risco para seu 

desenvolvimento, a exposição excessiva desprotegida à radiação ultravioleta (UV) 

proveniente do sol, capaz de levar a alterações no DNA que podem gerar 

desregulação no ciclo celular ocasionando a perda no controle de proliferação 

(LASKAR et al., 2020; DZWIERZYNSKI, 2021).  

A doença se manifesta pelo surgimento de lesões pigmentadas ou pela 

alteração no tamanho, forma e cor de nevos pré-existentes (HEISTEIN; ACHARYA, 

2021). Estas lesões apresentam características classificadas de acordo com o padrão 

“ABCDE”: A: Assimetria; B: Bordas irregulares; C: Cor de diferentes tonalidades; D: 

Diâmetro maior que 6 mm; e E: Evolução no tamanho, forma e cor (CARR; SMITH; 

WERNBERG, 2020). Lesões na cabeça, pescoço e extremidades geralmente são 

associadas à exposição crônica e lesões tronculares por sua vez, associam-se a 

exposição intermitente e intensa, sendo esta associada ao maior risco, acompanhada 

de história de queimadura solar na infância (RASTRELLI et al., 2014). 

Em números gerais, o melanoma representa 5% dos diagnósticos de câncer 

em homens e 4% em mulheres, ocupando respectivamente, a quinta e sétima 

neoplasia maligna mais diagnosticada (HEISTEIN; ACHARYA, 2021). O Brasil, país 

de grandes dimensões, com clima tropical e de território localizado principalmente em 

baixas latitudes com alta incidência de radiação UV, apresenta dados expressivos da 
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doença, onde de acordo com últimos dados de estimativas elaborados pelo INCA 

(Instituto Nacional do Câncer), no ano de 2020 foram estimados 4200 homens e 4250 

mulheres sendo diagnosticados com a doença (INCA, 2020). 

Quando diagnosticado no estágio inicial apresenta prognóstico favorável, com 

taxa de sobrevida relativa em cinco anos de 97% (HEISTEIN; ACHARYA, 2021). No 

entanto apresenta uma taxa de sobrevida de 10% quando diagnosticado no estágio 

mais avançado, principalmente devido a sua elevada capacidade metastática e 

resistência à maioria das terapias convencionais (HEISTEIN; ACHARYA, 2021; 

TURNER; WARE; BOSENBERG, 2018). 

 

1.2 Microambiente e progressão tumoral  

 

A metástase é determinante para a evolução do câncer e é a principal causa 

de morte relacionada ao melanoma (RAMBOW; MARINE; GODING, 2019). É 

decorrente de um processo complexo e multifatorial que envolve a invasão da matriz 

extracelular e estroma, rompendo a membrana basal adjacente ao tumor, invasão da 

circulação sanguínea e linfática que permitem que estas células tumorais alcancem 

órgãos distantes, fuga de mecanismos de defesa do sistema imunológico permitindo 

a sua sobrevivência em novos ambientes e proliferação celular tumoral distantes do 

local de origem (SENGA; GROSE, 2021). Para que estes eventos ocorram, células 

tumorais sofrem diversas alterações, como a perda de adesão ao tumor primário, 

alterações no citoesqueleto e modificações metabólicas que permitam sua 

sobrevivência na circulação e sua instalação em um novo ambiente (ZEESHAN; 

MUTAHIR, 2017). Este processo resulta na maior dificuldade no controle e cura da 

doença, principalmente quando o diagnóstico ocorre tardiamente, uma vez que leva à 

sua disseminação (MASSAGUÉ; OBENAUF, 2016). 

A intensa comunicação entre matriz extracelular onde o tumor se desenvolve, 

células tumorais, e células residentes e infiltrantes no tumor regulam as suas 

características, influenciando na proliferação, diferenciação e progressão do 

melanoma (PASSARELLI et al., 2017; TUCCI et al., 2019). Dentre as células não 

tumorais que compõem o microambiente estão células constituintes do tecido, células 

endoteliais e diversas células que integram o sistema imunológico, como macrófagos, 
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neutrófilos, linfócitos T e B, células natural killers, células dendríticas, entre outras 

(SIMICZYJEW et al., 2020). Algumas células imunológicas presentes neste 

microambiente apresentam funções dicotômicas, oferecendo respostas antitumorais 

eficientes, podendo também atuar na progressão tumoral, como por exemplo ocorre 

com macrófagos e neutrófilos (LIM; XU; LAN, 2019; OHMS; MÖLLER; LASKAY, 

2020). Neste contexto, a inflamação crônica gerada pelo acúmulo de células 

inflamatórias no microambiente tumoral atua de forma a contribuir com a proliferação 

e sobrevivência de células malignas, angiogênese, metástase, fuga de mecanismos 

da resposta imune e redução da resposta à terapias (MANTOVANI; GARLANDA; 

ALAVENA, 2020). 

Este crosstalk pode ocorrer tanto pelo contato direto entre as células, quanto 

pela produção de fatores solúveis que atuam na sinalização e comunicação 

intercelular (AHMED; HAASS, 2018; BRANDNER; HAASS, 2013). Entre os elementos 

secretados destacam-se as citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, 

metaloproteinases de matriz e vesículas extracelulares (MORO; MAUCH; ZIGRINO, 

2014; TURNER; WARE; BOSENBERG, 2018b).  

 

1.3 Vesículas extracelulares e melanoma 

 

Nos últimos anos diversos estudos têm explorado o papel das vesículas 

extracelulares (EVs) como mediadores importantes na comunicação intercelular no 

microambiente tumoral (HOU; CHEN, 2021). As EVs são partículas produzidas 

naturalmente por quase todas as células, vivas ou em processo de morte, liberadas 

para o meio extracelular em diversos processos fisiológicos e patológicos 

(GIACOBINO et al., 2021). Apresentam formato esférico e são delimitadas por 

bicamada lipídica, sem presença de núcleo funcional (THÉRY et al., 2018). Em geral 

as EVs são classificadas de acordo com sua formação, tamanho e função, 

principalmente em exossomos, microvesículas e corpos apoptóticos (CHEN; 

LARREGINA; MORELLI, 2019; ZABOROWSKI et al., 2015; ZHOU et al., 2021).  

Os exossomos são descritos na literatura como vesículas menores, com 

tamanho entre 30 e 100 nm, originados na rede endossômica e liberados para o meio 

extracelular após fusão de corpos multivesiculares com a membrana plasmática. 
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(YÁÑEZ-MÓ et al., 2015). As microvesículas são maiores que os exossomos, com 

tamanhos até 1000 nm, originadas pelo brotamento da membrana plasmática 

(RAPOSO; STOORVOGEL, 2013). Já os corpos apoptóticos são liberados após 

fragmentação celular durante a apoptose, geralmente apresentando tamanhos 

maiores que 1000 nm (BARROS et al., 2018). 

As EVs contêm moléculas bioativas como DNA, RNA, proteínas e lipídios, 

derivados da sua célula originária que, quando liberadas para o meio extracelular, 

podem transferir seu conteúdo para outras células, podendo alterar seu fenótipo e 

função  (DOYLE; WANG, 2019; KALRA; DRUMMEN; MATHIVANAN, 2016). Além 

disso, EVs estão presentes em diversos fluidos biológicos, tais como sangue, saliva, 

urina, líquido amniótico, leite materno, líquido cefalorraquideano e líquido sinovial, o 

que contribui para sua importância biológica no transporte de moléculas (GIACOBINO 

et al., 2021). 

Uma vez que as EVs refletem o conteúdo de suas células produtoras, proteínas 

tumorais, genes e miRNAs podem ser identificados nas EVs obtidas de amostras de 

sangue de pacientes com melanoma, permitindo analisar o conteúdo molecular do 

tumor de forma menos invasiva (BOLLARD et al., 2020; CLARK et al., 2020; SHI et 

al., 2020). Por essa razão, a maioria dos estudos sobre EVs produzidas por células 

de melanoma avaliam seu potencial como biomarcadores prognósticos e preditivos, 

correlacionando o conteúdo das EVs com resultados clínicos (XIONG et al., 2020; 

CLARK et al., 2020; BIAHIONI et al., 2021; LUAN et al., 2021; PIETROWSKA et al., 

2021; PORCELLI et al., 202). 

Devido a sua capacidade no transporte de moléculas, estudos têm investigado 

o potencial das EVs na terapia direcionada, explorando o seu potencial imunogênico 

na imunoterapia, para o desenvolvimento de vacinas contra o tumor (HORREVORTS 

et al., 2019; JELLA et al., 2020; LABANI-MOTLAGH et al., 2021; LARA et al., 2020). 

Em contraste ao anterior, diversos autores têm demonstrado que exossomos 

liberados por células tumorais, podem favorecer o desenvolvimento de metástases 

por criar as condições favoráveis para desenvolvimento em locais distantes do tumor 

primário (DASSLER-PLENKER; KÜTTNER; EGEBLAD, 2020). Assim, EVs podem 

mediar a reprogramação de células progenitoras da medula óssea para fenótipo pró-

vascular e indução de genes pró-angiogênicos e inflamatórios e, a expressão de 
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metaloproteinases de matriz (MMPs) que favorecem a formação do nicho adequado 

para o desenvolvimento de tumores secundários principalmente em linfonodos, 

encéfalo e pulmão (DASSLER-PLENKER; KÜTTNER; EGEBLAD, 2020; LAHAV et al., 

2019; HOOD, 2019; HOOD; SAN ROMAN; WICKLINE, 2011; MANNAVOLA et al., 

2020; WHITEHEAD et al., 2015). Esta influência em diversos microambientes é 

sustentada pelo perfil proteômico, expressão gênica e presença de diversos miRNAs, 

capazes de modular sinalização intracelular e fenótipo de vários tipos celulares que 

são frequentemente associados a progressão tumoral (PIETROWSKA et al., 2021). 

Nesse contexto, estudos mostram que EVs liberadas por células de melanoma 

podem influenciar no fenótipo de diversas células efetoras do sistema imunológico, 

contribuindo para a evasão imune (CHEN et al., 2018; FLEMING et al., 2019; 

GUIMARÃES-BASTOS et al., 2021; SHARMA et al., 2020; SHU et al., 2020; 

VIGNARD et al., 2020). Células T CD8 podem ser suprimidas pela ação de EVs 

contendo PD-L1 em sua superfície (CHEN et al., 2019). EVs de melanoma podem 

expandir populações de populações de células supressoras como células T 

regulatórias (Treg) e mieloides e promover apoptose de células T CD4 (TUCCI et al., 

2018; ZHOU et al., 2018). Células natural killer podem ter suas funções efetoras 

suprimidas e neutrófilos podem ser direcionados para um fenótipo pró-tumoral (TUCCI 

et al., 2018; GUIMARÃES-BASTOS et al., 2021). De uma maneira geral, células do 

sistema imunológico regulam fortemente o comportamento do tumor, tendo grande 

destaque o papel dos macrófagos. Já foi demonstrado que EVs produzidas por células 

de melanoma são capazes de influenciar na polarização de macrófagos RAW 264.7 

(BARDI et al., 2018). 

 

1.4 Macrófagos 

 

A principal característica do macrófago relatada por Metchnikoff em sua 

descoberta foi a fagocitose, englobando agentes patogênicos e inicialmente foi 

descrito como um componente importante da imunidade inata (LOCATI et al., 2020). 

Diversas funções foram atribuídas aos macrófagos nas últimas décadas, mostrando 

que estas células possuem funções muito mais complexas. O macrófago possui 

grande importância na imunidade inata, uma vez que apresenta em sua membrana 
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celular, citoplasma e compartimento endossomal diversos receptores da imunidade 

inata, tais como diversos receptores do tipo Toll (do inglês: Toll like Receptors), 

inflamassomas e receptores do tipo lecitina (MOLGORA et al., 2018). Também possui 

grande interação com outros componentes celulares da imunidade inata como 

neutrófilos e células NK (MOLGORA et al., 2018). Desta forma atua combatendo 

microrganismos patogênicos ou células tumorais, e participam da regulação 

homeostática, uma vez que podem eliminar células apoptóticas e atuar na 

remodelação tecidual (DUQUE; DESCOTEAUX, 2014). Também auxiliam a 

imunidade adaptativa, visto que atuam na apresentação de antígenos aos linfócitos e 

produzem citocinas que podem influenciar em suas respostas (COVARRUBIAS et al., 

2013). 

Uma das principais características dos macrófagos é sua alta plasticidade, com 

seu fenótipo influenciado pelo microambiente e pelos estímulos pelos quais a célula é 

ativada (VAN OVERMEIRE et al., 2014; WILLIAMS; YEH; SOLOFF, 2016). A sua 

plasticidade é importante no controle da homeostase, uma vez que pode mudar seu 

perfil de resposta de acordo com a sua necessidade (LIU et al., 2015). 

Tradicionalmente os macrófagos são classificados de forma didática em dois fenótipos 

principais – M1 e M2 - que se comportam de maneiras opostas (LOCATI et al., 2020).  

Quando estimulados por ligantes de Toll Like Receptors como os 

lipopolissacarídeos ou citocinas de Th1 como IFN-γ, chamada via clássica de 

ativação, o macrófago produz diversas quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias 

como TNF-α, IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-12, CXCL9 e CXCL10, sendo chamado de 

macrófago M1 (MUÑOZ, 2020). Macrófagos M1 apresentam marcadores específicos 

em sua superfície como TLR-2, TLR-4, CD86, iNOS, CD80e MHC-II e de uma maneira 

geral, apresentam um perfil inflamatório, com grande capacidade microbicida e de 

apresentação de antígenos e aumento na produção de espécies reativas de oxigênio 

e óxido nítrico, o que, no contexto do câncer, produz respostas antitumorais (DUQUE; 

DESCOTEAUX, 2014).  

Frente ao estímulo das citocinas anti-inflamatórias IL-4 e IL-13, chamada de via 

alternativa de ativação, o macrófago é chamado de M2, produzindo quimiocinas e 

citocinas reguladoras como IL-10, TGF-β, CCL1, CCL17, CCL18, CCL22 e CCL24 e 

de uma maneira geral apresenta perfil anti-inflamatório, produzindo citocinas 
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reguladoras da inflamação, com capacidade de promover a angiogênese, fatores que 

no contexto do câncer estão associados à progressão tumoral (DI BENEDETTO et al., 

2019; GORDON; MARTINEZ, 2010). Sua superfície é caracterizada pelos marcadores 

receptor de manitol, CD206, CD163 e CD209 (YAO et al., 2019).  

Diversos estudos identificaram ainda diferenças nos fenótipos de macrófagos 

M2, levando a sua classificação em novos perfis, podendo ser subdivididos em: M2a, 

M2b, M2c e M2d (YAO et al., 2019). Macrófagos M2a estão associados com o 

aumento a atividade endocítica, crescimento celular e reparo tecidual, são ativados 

por IL-4 e IL-13 e possuem com expressão aumentada de IL-10, TGF-β, CCL17, 

CCL18 e CCL22 (YAO et al., 2019); Macrófagos M2b regulam a função imune, são 

ativadas por ligantes de TLR e IL-1β, produzindo citocinas que tanto promovem, 

quanto inibem a inflamação, como TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10 (WANG et al., 

2019). Macrófagos M2c desempenham papel importante na fagocitose de células 

apoptóticas, são ativados por glicocorticóides e citocinas IL-10 e TGF-β e secretam 

IL-10, TGF-β, CCL16 e CCL18 (ZIZZO et al., 2012); Macrófagos M2d estão 

associados à progressão tumoral e angiogênese, são ativados por antagonistas de 

Toll Like Receptors e produzem IL-10 e fatores de crescimento endotelial vascular 

(VEGF), promovendo angiogênese e progressão tumoral (FERRANTE et al., 2013). 

O macrófago é uma das principais células imunológicas infiltrantes no 

microambiente tumoral, onde é conhecido como TAM - tumor associated 

macrophages (RIHAWI et al., 2021). Os TAMs exercem grande influência na 

tumorigênese, metástase e resposta antitumoral (VAN OVERMEIRE et al., 2014; 

WILLIAMS; YEH; SOLOFF, 2016). São frequentemente também associados ao perfil 

M2, uma vez que podem estimular a angiogênese e suprimir respostas antitumorais, 

podendo também criar ambiente favorável às metástases em tecidos distantes do 

local de origem do tumor (BISWAS et al, 2010). 

Alterações fenotípicas em macrófagos são sustentadas pelo metabolismo 

celular adequado, de modo que a célula sofre alterações em seu metabolismo o 

ajustando de acordo com a necessidade energética da célula. O microambiente 

tumoral por sua vez, por meio de diversos mecanismos de sinalização produzidos por 

seus componentes, pode influenciar no metabolismo de macrófagos MEHLA et al., 

2019). 
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1.5 Metabolismo de macrófagos 

 

O metabolismo consiste em uma série de reações que ocorrem no citosol e 

mitocôndria com o objetivo de fornecer energia e macromoléculas (JUDGE; DODD, 

2020). É organizada por vias metabólicas que realizam a síntese de moléculas como 

proteínas, lipídios ou polissacarídeos a partir de moléculas precursoras como 

aminoácidos, açúcares, ácidos graxos e degradação de moléculas complexas como 

carboidratos, proteínas e lipídeos, fornecendo energia química principalmente em 

forma de ATP (trifosfato de adenosina), processos conhecidos respectivamente por 

anabolismo e catabolismo (JUDGE; DODD, 2020).   

Considerando os macrófagos, alterações metabólicas são importantes para 

atender suas necessidades energéticas quando estes passam de um estado de 

repouso para um estado de ativação, como por exemplo, quando entram em contato 

com patógenos (O’NEILL; PEARCE, 2016; VIOLA et al., 2019). Dependendo do seu 

perfil de ativação, diferentes vias metabólicas são requeridas ou inibidas e, portanto, 

macrófagos M1 e M2 apresentam diferentes necessidades metabólicas (VAN DEN 

BOSSCHE; O’NEILL; MENON, 2017). 

A glicose é a principal fonte de energia para as células e seu catabolismo 

envolve a glicólise, ciclo de Krebs (ou ciclo do ácido carboxílico) e fosforilação 

oxidativa, que ocorrem, respectivamente, no citoplasma, na matriz mitocondrial e nas 

cristas mitocondriais, cujo processo também é conhecido como como respiração 

celular (O’NEILL; PEARCE, 2016). Diversas vias metabólicas apresentam expressão 

diferencial entre os fenótipos de macrófagos, sendo as principais diferenças 

decorrentes as vias do metabolismo da glicose, onde macrófagos de perfil inflamatório 

apresentam maior consumo de glicose, com aumento de transportadores de glicose 

GLUT1, apresentando metabolismo voltado para a glicólise anaeróbica e inibição das 

vias metabólicas mitocondriais do ciclo de Krebs e fosforilação oxidativa, mesmo em 

condições normais de oxigenação (TANNAHILL et al., 2013; FREEMERMAN et al., 

2014; ARTYOMOV et al., 2016; O’NEIL et al., 2016; VIOLA et al., 2019). Esta 

característica foi primeiramente observada por Otto Warburg durante estudos com 

células tumorais, recebendo o nome de Efeito Warburg, também presente em células 

altamente proliferativas e leucócitos ativados (TANNAHILL et al., 2013; KELLY et al., 
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2015). Macrófagos de perfil anti-inflamatório por sua vez apresentam menor consumo 

de glicose com menor ativação da glicólise, com ciclo de Krebs e fosforilação oxidativa 

intactas e maior consumo de oxigênio (RABOLD et al., 2017).  

O aumento do consumo de glicose também facilita o aumento da atividade da 

via das pentoses fosfato, uma vez que a enzima hexoquinase converte glicose em 

glicose-6-fosfato, metabolito comum entre glicólise e a via das pentoses, sendo 

dividida em: fase não oxidativa, sintetizando ribose-5-fosfato, importante para síntese 

de nucleotídeos e aminoácidos; e fase oxidativa, produzindo NADPH, importante para 

produção de espécies reativas de oxigênio via enzima NADPH oxidase presente em 

fagócitos como neutrófilos e macrófagos (SINGEL et al., 2016). Em macrófagos M2, 

além de não ser alimentada pela alta captação de glicose, a via das pentoses parece 

ser inibida pela proteína quinase CARKL (HASCHEMI et al., 2013). Diferenças 

importantes entre os fenótipos ocorrem também no metabolismo de aminoácidos, 

onde em macrófagos M1 há aumento da produção de óxido nítrico pela ação da 

enzima iNOS a partir da arginina, que em macrófagos M2 é metabolizada 

completamente pela ação da enzima Arginase-1 (VAN DEN BOSSCHE et al., 2013).  

Diversas enzimas da via glicolítica já demonstraram apoiar perfil inflamatório 

em macrófagos, promovendo e aumentando a expressão de citocinas pró-

inflamatórias, fatores de transcrição associadas a resposta pró-inflamatória e 

promovendo a ativação do inflamassoma, dentre as quais estão as enzimas Piruvato 

Quinase M2 (PKM2), Gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), Enolase, 

Hexoquinase 1 (Hk1) (PALSSON-MCDERMOTT et al., 2015; VAN DEN BOSSCHE et 

al., 2017; MILLET et al., 2016; BAE et al., 2012; O’NEILL et al., 2016). Uma vez que 

em macrófagos de perfil inflamatório há a inibição das vias mitocondriais de ciclo de 

Krebs e Fosforilação oxidativa, há um acúmulo de seus metabólitos succinato e citrato 

que podem, respectivamente, levar ao acúmulo de citocinas pró-inflamatórias e 

alimentar vias de geração de óxido nítrico e prostaglandinas, importantes na 

manutenção da inflamação (O’NEILL et al., 2016; HARBER et al., 2020). 

Alterações no metabolismo têm sido exploradas como futuras estratégias 

terapêuticas, como foi demonstrado na inibição da enzima PKM2 (isoforma da piruvato 

quinase) na sepse e na doença arterial coronariana (XIE et al., 2016; SHIRAI et al., 

2016). No contexto do câncer, alterações metabólicas e fenotípicas associadas à 
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quimioterapia direcionaram menor carga tumoral e melhor sobrevida de pacientes 

(MEHLA et al., 2019). 

Sabe-se que EVs liberadas por células de melanoma são capazes de 

influenciar a função efetora e o fenótipo de células imunológicas. Entretanto são raros 

os estudos que avaliam se há ou não influência no metabolismo celular e como o 

mesmo pode afetar o padrão de resposta dessas células. Por isto, estudos que 

avaliem o papel das EVs liberadas por células tumorais no metabolismo de células do 

sistema imune fornecerão informações relevantes para a descoberta de novos alvos 

terapêuticos para controle ou prevenção de tumores altamente agressivos como o 

melanoma.  
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Resumo 
 
Vesículas extracelulares (EVs) são partículas formadas por bicamada lipídica 
liberadas pela maioria das células em processos fisiológicos e patológicos. EVs 
contém moléculas bioativas como DNA, RNA, proteínas e lipídios, derivadas de suas 
células produtoras que, ao serem liberadas para o meio extracelular, são levadas para 
outras células, podendo influenciar no seu fenótipo e função. Assim, estudos têm 
demonstrado que EVs liberadas por células tumorais podem influenciar no fenótipo de 
macrófagos, uma das principais células imunológicas presentes no microambiente 
tumoral. Entretanto, não há estudos sobre o papel de EVs liberadas por células 
tumorais no metabolismo dos macrófagos Visto que o fenótipo do macrófago é 
fortemente influenciado pelo seu metabolismo celular, o objetivo do presente trabalho 
foi avaliar a influência de EVs no metabolismo e perfil de ativação de macrófagos 
murinos. Para isto, EVs liberadas por células de melanoma murino B16F10 mantidas 
em cultura por 48 horas na ausência de soro fetal bovino foram caracterizadas e 
utilizadas em ensaios in vitro com macrófagos primários obtidos por diferenciação de 
precursores medulares de camundongos C57BL/6. Resultados mostraram que 
macrófagos cultivados com EVs tiveram maior captação de glicose, aumento de 
expressão de iNOS e maior produção das citocinas TNF-α e IL-6 e IL-10, sem induzir 
alterações significativas na sua capacidade fagocítica. Dados preliminares, também 
sugeriram aumento da produção de espécies reativas de oxigênio e óxido nítrico. 
Estes achados em conjunto mostram que macrófagos primários cultivados com EVs 
derivadas de células de melanoma cultivadas por 48 horas tendem a uma polarização 
para o perfil de ativação mais compatível com macrófagos M1. Estes achados são 
relevantes e fornecem novas informações sobre o efeito de EVs derivadas de células 
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de melanoma no perfil metabólico e funcional de macrófagos além de evidenciar 
possíveis abordagens para futuras terapias anticâncer 
 
Palavras-chave: Câncer, células B16F10, exossomos, glicose, perfil inflamatório. 
 
INTRODUÇÃO 
 

Entre os tumores que acometem a pele, o melanoma é considerado o mais 
agressivo dada a sua alta capacidade metastática e resistência à maioria das terapias 
convencionais, que conferem a sua elevada mortalidade (Massagué et al., 2016; 
Turner et al. 2018; Heistein et al., 2021; Senga et al. 2021). Diversos estudos afirmam 
que o comportamento do tumor é influenciado pela comunicação bidirecional entre as 
células tumorais e componentes do microambiente tumoral, tais como matriz 
extracelular, endotélio e outros componentes celulares, tendo destaque o papel de 
células do sistema imunológico (Passarelli et al., 2017; Tucci et al., 2019; Simiczyjew 
et al., 2020). Esta comunicação pode ocorrer tanto pelo contato direto entre estes 
componentes, quanto pela produção de fatores solúveis, dentre os quais destaca-se 
o papel das vesículas extracelulares, que representam importante alvo de estudo na 
área oncológica (Turner et al., 2018; Hou et al., 2021).  

Vesículas extracelulares (EVs) são partículas delimitadas por bicamada 
lipídica, produzidas naturalmente pela maioria das células e liberadas para o meio 
extracelular em diversos processos fisiológicos e patológicos, sendo classificadas de 
acordo com sua formação, tamanho e origem, principalmente em exossomos, 
microvesículas e corpos apoptóticos (Théry et al., 2018; Chen et al., 2019 Giacobino 
et al., 2021; Hou et al., 2021; Zhou et al., 2021). EVs contêm moléculas derivadas de 
suas células produtoras, como DNA, RNA mRNA, miRNA, proteínas e lipídeos e, uma 
vez liberadas para o meio extracelular, podem ser transportadas para outras células 
do microambiente, podendo alterar seu fenótipo (Kalra et al., 2016; Doyle et al., 2019; 
Giacobino et al., 2021).  

Já foi demonstrado que EVs liberadas por células de melanoma são capazes 
de influenciar no fenótipo de diversas células do sistema imunológico, entre elas os 
macrófagos. (Bardi et al., 2018). O macrófago é uma das principais células do sistema 
imunológico presentes no microambiente tumoral e uma das principais características 
destas células é sua alta plasticidade, com grande influência na tumorigênese, 
metástase ou resposta antitumoral (Van Overmiere et al., 2014; Williams et al., 2016; 
Rihawi et al., 2021). Tradicionalmente os macrófagos são classificados em dois 
fenótipos principais que se comportam de maneiras opostas no tumor: macrófagos M1 
de perfil inflamatório e antitumoral; e macrófagos M2, de perfil anti-inflamatório, 
atuando na angiogênese e remodelação tecidual e, por conseguinte, na progressão 
tumoral (Duque et al., 2014, Gordon et al., 2010; Di Benedetto et al., 2019). 

Alterações fenotípicas são sustentadas por mudanças no metabolismo celular 
de modo em que a célula ajuste seu metabolismo de acordo com a sua necessidade 
energética e funcional, uma vez que dependendo do seu perfil de ativação diferentes 
vias metabólicas são requeridas ou inibidas (O’Neil et al., 2016; Van den Bossche et 
al., 2017; Noe et al., 2019; Muñoz et al., 2020; Judge et al., 2020). Neste contexto, a 
glicose é a principal fonte de energia para as células, cujas vias metabólicas de 
catabolismo são glicólise, ciclo de Krebs (ou ciclo do ácido carboxílico) e fosforilação 
oxidativa, processo também conhecido como respiração celular (Viola et al., 2019). 
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Estas vias apresentam expressão diferencial entre os fenótipos de macrófagos, 
exibindo uma maior glicólise em macrófagos inflamatórios, também ocorrendo inibição 
do ciclo de Krebs e fosforilação oxidativa (Viola et al., 2019). Embora o metabolismo 
da glicose seja o de maior importância na diferenciação entre os perfis do macrófago, 
outras vias também são diferenciais entre os fenótipos, como a via das pentoses-
fosfato (PPP), metabolismo de ácidos graxos e metabolismo de aminoácidos, 
formando macromoléculas necessárias para que a célula execute suas funções 
efetoras (Kelly et al., 2015; Nagy et al., 2015; O’Neil et al., 2016).  

Sabe-se que EVs liberadas por células de melanoma são capazes de 
influenciar a função efetora e no fenótipo de células imunológicas. Entretanto são 
raros os estudos que avaliam a associação entre EVs e imunometabolismo em câncer. 
Por isto, o atual trabalho investiga o papel das EVs liberadas por células de melanoma 
no metabolismo e capacidade funcional de macrófagos murinos indiferenciados, com 
o intuito de fornecer informações relevantes para a descoberta de novos alvos 
terapêuticos para controle ou prevenção de tumores altamente agressivos como o 
melanoma. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Cultura de células B16F10 

 Células B16F10 foram cultivadas em meio R10, composto por RPMI – 1640 
(Gibco – Thermo Fischer Scientific, Massachussetts, USA), acrescido de 10% de soro 
fetal bovino (SFB) (Gibco – Thermo Fischer Scientific) e 1% de antibiótico 
streptopmicina (Gibco – Thermo Fischer Scientific), em estufa a 37°C e com atmosfera 
de 5% de CO2. O descolamento das células foi realizado por breve exposição à 
tripsina (Gibco – Thermo Fischer Scientific). 

 
Obtenção e caracterização das vesículas extracelulares  

Células B16F10 foram plaqueadas na concentração de 2,5X106 em garrafas de 
75 cm2 (Corning®, Massachusetts, USA) com meio R10 permanecendo overnight para 
adesão. No dia seguinte, células aderidas foram lavadas com tampão fosfato salina 
1X (PBS 1X) estéril para remoção total de SBF e para adição de 10 mL de meio RPMI, 
sem SBF. Quatro horas após, o meio foi novamente removido para adição de 10 mL 
de meio RPMI novo, iniciando a contagem do tempo para a coleta de sobrenadantes 
(tempo 0). 

Sobrenadantes de cultura foram coletados nos tempos de 2, 4, 6, 8, 20, 24 ou 
48 horas e em seguida submetidos a diferentes etapas de centrifugação e 
ultracentrifugação, nas velocidades 500, 1500, 3800 e 10000 g a 4ºC por 10 minutos 
para remoção dos debris celulares, e duas vezes a 100000 g por uma hora, para 
precipitação das vesículas. O Pellet contendo as vesículas extracelulares (EVs) foi 
ressuspendido em 300 µL de PBS 1X para posterior avaliação da concentração e 
distribuição do tamanho das EVs usando o equipamento Nanosight NS300 (Malvern 
Instruments Ltd., Malvern, Reino Unido). Para isto, 20 µL de amostra foram diluídos 
em PBS, realizando três capturas com um minuto de duração (20 frames por segundo) 
à temperatura de 20º C, utilizando o software NTA (nanotracking particle analysis, 
versão 3.4 Build 3.4.003). Já a quantificação de proteínas foi realizada utilizando o kit 
Micro BCA Protein Assay kit (Thermo Fisher), seguindo as informações do fabricante. 
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Avaliação da viabilidade pelo método de exclusão por Trypan Blue 
Para contagem e determinação da viabilidade celular pelo método de exclusão 

por Trypan Blue, 10 µL de suspensão celular (obtida do sobrenadante e das células 
aderidas após descolamento) foram acrescentados a 10 µL do corante e após 
homogeneização, 10 µL desta suspensão foram colocados em câmara de Neubauer, 
para quantificação das células vivas (não coradas) e mortas (coradas). O valor médio 
da contagem tanto de células coradas e não coradas foi multiplicado por 2 (diluição 
do corante) e o valor obtido representou, respectivamente, o número e percentual de 
células mortas e vivas por mL de suspensão, em cada um dos sobrenadantes 
coletados nos respectivos tempos.  

 
Análises de células viáveis e não viáveis pela expressão de 7AAD/Anexina 

Para a avaliar viabilidade celular e descartar a presença de células apoptóticas 
no momento da coleta dos sobrenadantes, células aderidas e presentes no 
sobrenadante foram coletadas e submetidas à marcação da expressão dos 
marcadores 7AAD e Anexina, conforme instruções do kit PE annexin V Apoptosis 
Detection Kit I (BD Biosciences, San Diego, CA, USA). Para isto, após respectivos 
tempos de cultura, células aderentes e suspensas foram coletadas e centrifugadas a 
1500 rpm por cinco minutos. O pellet foi ressuspendido em PBS 1X e alíquota 
contendo 1X105 células foi transferida para microtubos onde foi realizada nova 
centrifugação. O pellet celular foi ressuspendido em 100 µL de tampão do kit, 
acrescidos de 1 µL de PE Annexin V (PE) e 1 µL de 7-Amino Actinomycin (7AAD). 
Após 15 minutos de incubação a temperatura ambiente e protegido da luz, foram 
adicionados 100 µL do tampão para aquisição imediata das amostras em template 
padronizado para citômetro de fluxo Accuri™C6 (BD Biosciences). 
 
Cultura de células L929 

Células da linhagem L929 foram cultivadas para obtenção do fator de 
crescimento M-CSF (fator estimulante de colônias de macrófagos) para diferenciação 
dos macrófagos a partir de monócitos de medula óssea. Para isto, células foram 
cultivadas em meio R10 em garrafas pequenas (25 cm2, Corning®) e ao atingir 100% 
de confluência, foram repicadas para garrafas médias (75 cm2 Corning®). Quando 
estas chegaram a 100% de confluência, foram repicadas para duas garrafas grandes 
(125cm2, Corning®), com 50 mL de meio. Ao alcançarem confluência de 100 % na 
garrafa grande, foram contados sete dias para realizar a primeira coleta do 
sobrenadante, seguida da adição de 50 mL de meio R10 novo para nova coleta após 
mais sete dias. Os sobrenadantes foram centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos, 
filtrados com seringa e filtro 0,22 µm e armazenados a -20ºC até o momento de sua 
utilização. 

 
Obtenção de células de medula óssea e diferenciação em macrófagos 

Camundongos machos C57BL/6 de 8 semanas foram adquiridos do Centro de 
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME) da 
Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) e mantidos em condições SPF 
(Specific Pathogen-free), no Laboratório de Experimentação Animal do Centro de 
Pesquisa da Universidade Paulista (UNIP), conforme recomendação do Conselho 
Nacional de Controle e Experimentação Animal (CONCEA), Resolução Normativa nº 
33, de 18 de novembro de 2018. 
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Os animais foram eutanasiados por aprofundamento anestésico pela injeção 
por via intraperitoneal (i.p.) de solução contendo quetamina (50 mg/mL), xilazina (20 
mg/mL e fentanil (0,05 mg/mL) para colheita da medula óssea dos fêmures e tíbias.  

Após eutanásia, as patas dos animais foram retiradas para separação dos 
ossos, que após remoção da musculatura foram colocados em placa de petri com 
álcool 70% por 1 minuto e logo deixados em PBS até a coleta celular. Para a obtenção 
das células, as epífises dos ossos foram cortadas e a medula lavada pela infusão de 
10 mL de PBS gelado com auxílio de seringa e agulha. Os agregados celulares foram 
rompidos por homogeneização cuidadosa para obtenção da suspensão celular a qual 
foi colocada em tubo falcon e centrifugada à 1000 RPM por 10 minutos. O pellet foi 
ressuspendido com 1 mL de tampão hemolítico e incubado na temperatura ambiente 
por 2 minutos. Após incubação meio R10 foi acrescido para lavagem por centrifugação 
a 1000 RPM por 10 minutos. Após centrifugação, sobrenadante foi descartado e o 
pellet foi ressuspendido em meio MPh (RPMI, 10% SFB, 20% sobrenadante de L929, 
2-mercaptoetanol 56,8 µM, L-Glutamina 200 mM, Piruvato de Sódio 100 mM, HEPES 
10 mM, Penicilina/Streptomicina 50 u/mL / 50 µg/mL). Em seguida, as células foram 
contadas e plaqueadas em garrafas médias, na concentração de 3X106 em 15 mL do 
mesmo meio. Todos os procedimentos realizados antes e após eutanásia dos animais 
foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Paulista 
(CEUA - UNIP), Protocolo N° 7898300819. 

A diferenciação ocorreu ao longo de sete dias, com troca de meio no terceiro e 
quinto dia de cultura. Para troca do meio, sobrenadantes foram coletados e 
centrifugados à 1000 rpm por 10 minutos, adicionando meio MPh novo às garrafas. 
Após centrifugação, pellet foi ressuspendido em MPh novo e colocado novamente na 
garrafa. Ao final da diferenciação, meio foi retirado e células foram coletadas pela 
adição de PBS gelado para raspagem delicada com auxílio do cell scraper. O 
percentual e viabilidade de macrófagos derivados de medula óssea (BMDM – do 
inglês: bone marrow-derived macrophages) para posteriores experimentos foi 
avaliada por análises de citometria de fluxo. 
 
 
Análise do percentual de diferenciação 

Após sete dias de diferenciação, células foram centrifugadas e o pellet 
ressuspendido em PBS-BSA 1% para marcação com CD11b conjugado a FITC 
(Isotiocianato de fluoresceína) e F4/80 conjugado a PE (Phycoerythrin) para aquisição 
em citômetro Accuri™C6 (BD Bioscences) para verificar percentual de macrófagos 
diferenciados. Adicionalmente, uma alíquota de células foi submetida à marcação de 
7AAD e Anexina, conforme descrito no item acima, para verificação da viabilidade 
celular.  

 
Tratamento de BMDM com EVs 

Para avaliar o efeito das EVs isoladas das células B16F10 sob macrófagos 
indiferenciados, BMDMs foram cultivados em placas de 6 ou 24 poços com meio R10, 
por 24 horas para completa adesão. Após 24 horas, células foram tratadas com EVs 
nas concentrações de 2,5, 5 e 7,5 µg/mL por 48 horas. Como controles foram 
utilizadas células cultivadas apenas com meio R10, controle negativo ou sem estímulo 
(controle negativo) e células tratadas com 100 ng/mL de LPS (Thermo Fischer) por 24 
horas como controle positivo ou com estímulo (Das et al., 2018). 
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Ensaio de fagocitose  

Para ensaio de fagocitose, 3X105 BMDMs foram cultivados em placas de 24 
poços e tratados por 48 horas com EVs. Após este período, células aderidas foram 
lavadas com PBS e em seguida incubadas com meio completo contendo ou não 
leveduras de Saccharomyces cerevisiae na proporção de 1:10, respectivamente (1 
macrófago:10 leveduras). Para preparo das leveduras, quantidade equivalente a uma 
ponta de pipeta pasteur foi dissolvido em PBS e submetidas a três (3) esterilizações 
de trinta minutos a temperatura de 121°C e pressão 1 Kgf/cm2. Após autoclavadas, 
leveduras foram contadas utilizando câmara de Neubauer e quantidade necessária foi 
separada, lavada e ressuspendida em meio completo, com volume adequado para 
plaqueamento (30x105 leveduras em 500 µL/poço). Macrófagos contendo ou não 
leveduras foram incubados por 2 horas nas mesmas condições de cultura. Para o 
tempo de 2 horas, lamínulas contendo macrófagos foram lavadas e retiradas da placa 
para coloração pelo método de Giemsa. Para o tempo de 24 horas, células aderentes 
foram lavadas por 3 vezes com PBS e em seguida incubadas novamente com meio 
completo novo para coleta das lamínulas 24 horas após troca do meio. Lamínulas dos 
tempos 2 e 24 horas foram analisadas no microscópio óptico de luz Eclipse E200 
(Nikon Inc. USA) 1000 x. A determinação do índice fagocítico (IF) foi calculado levando 
em consideração o número médio de leveduras fagocitadas x porcentagem de 
macrófagos que fagocitaram, determinado em 100 macrófagos por lâmina (Barbuddhe 
et al., 1998).  

 
Coloração de Giemsa 

Para coloração por Giemsa, lamínulas coletadas nos tempos respectivos foram 
fixadas por dois minutos com metanol absoluto. Em seguida, foi acrescentado o 
corante Giemsa e mantido por três minutos também a temperatura ambiente. Após 
lavagem com água destilada e secas ao ar, lamínulas foram montadas em lâminas 
contendo uma gota de entellam® (MercK, Darmstadt, Germany). 

 
Determinação do perfil de ativação de BMDM após tratamento com EVs 

Células BMDMs foram plaqueadas em 3X105 células por poço em placas de 24 
poços para avaliar perfil de ativação após tratamento com EVs por citometria de fluxo, 
utilizando marcação intracelular e de superfície. Para marcação intracelular, seis 
horas antes do fim do tratamento com EVs, células foram tratadas com 1 µL de Golgi 
plug (BD Bioscences, New Jersey, USA). Após 48 horas de tratamento as células 
tratadas e não tratadas com Golgi plug foram coletadas e incubadas com anti-
CD16/CD32 para bloqueio dos sítios inespecíficos. Após 20 min de incubação no gelo, 
células tratadas com Golgi plug foram incubadas para marcação de superfície com 
anti-CD11b conjugado a FITC (Isotiocianato de fluoresceína). Após incubação de 20 
min no gelo e protegidas da luz, células foram submetidas a protocolo de 
permeabilização para marcação intracelular utilizando os anticorpos anti- IL-10 
conjugado a Percp-Cy5.5 (peridinin-chlorophyll-protein Cy5), anti- iNOS conjugado a 
PE (Phycoerythrin) e anti-IL-12 conjugado a APC (Allophycocyanin). Após 20 min de 
incubação no gelo e protegidas da luz, células foram lavadas e ressuspendidas em 
PBS 1X para aquisição em citômetro Accuri™C6 (BD Bioscences). Em paralelo, após 
incubação com anti-CD16/CD32, células não tratadas com Golgi plug foram marcadas 
com anti-CD206 Alexa Fluor, anti-F4/80 conjugado a PE, anti-CD86 e MHC conjugado 
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a conjugado a FITC, e anti-CD40 conjugado a PECy5. Após 20 min de incubação no 
gelo e protegidas da luz, células foram lavadas e ressuspendidas em PBS 1X para 
aquisição em citômetro Accuri™C6. Análises dos dados foram realizadas no software 
BD FlowJo™, versão 10.8 (BD Bioscences). 

 
Glucose Uptake 

Para ensaio de captação de glicose foram plaqueadas 3X105 BMDMs em 

placas de 24 poços para tratamento ou não com EVs. O sobrenadante foi removido 

após 48 horas e, então, foi acrescido meio RPMI contendo um análogo de glicose 

fluorescente, o 2-NBDG, na concentração de 100 µg/mL e incubado por 2 e 4 horas. 

Após incubação o sobrenadante removido e às células foram acrescidos de 200 µL 

de Cell-based Assay Buffer, contido no Glucose Uptake Cell-based Assay kit 

(Cayman, Michigan, USA). Para exclusão das células mortas, foi acrescentado iodeto 

de propidio em todas as amostras, na proporção de 1:1000. A avaliação foi realizada 

em citômetro de fluxo Accuri C6 (BD Biosciences) e as análises realizadas usando o 

software FlowJo™, versão 10.8. 

 
Análise de citocinas por CBA (Cytometric Bead Array) 

Os sobrenadantes das culturas tratadas ou não com EVs ou LPS foram 
coletados para a determinação de citocinas inflamatórias (TNF-α, IL-6, IFN-γ, IL-2, IL-
10, IL-4, IL-17), utilizando o kit BD Cytometric Bead Array (CBA) (BD-Biosciences). 
Para isto, 20 µL de cada amostra (tanto da curva padrão, quanto dos sobrenadantes) 
foram incubados com 20 μL de uma mistura de beads de captura e anticorpo 
secundário conjugado ao fluorocromo phycoerythrin (PE). As amostras foram 
incubadas por 2 horas à temperatura ambiente, no escuro e após lavagem, adquiridas 
no citômetro FACS Accuri™C6, conforme template disponibilizado (BD Bioscience). 
Total de 2100 eventos foram adquiridos e a análise dos dados foi realizada utilizando 
o software de análises para CBA (FCAP Array software – BD Biosciences). 

 
Quantificação dos níveis de NO e ROS intracelular 
 A produção de NO ou ROS intracelulares após cada condição foi avaliada 
utilizando respectivamente o reagente fluorescente 4-amino5-metilamino-2,7-
difluorosceína diacetato (DAF2-DA) e a sonda 2’-7’-diclorofluoresceína diacetato 
(H2DCFH-DA) que ao reagir com ROS, transforma-se em diclorofluoresceína (DCF), 
que é fluorescente. Para isto, 3X105 BMDMs foram cultivados em placas de 24 poços 
e tratados por 48 horas com EVs. Após este período, células aderidas foram lavadas 
com PBS e em seguida incubadas com meio completo contendo ou não leveduras de 
Saccharomyces cerevisiae na proporção de 1:10. Após duas horas, células foram 
coletadas ou lavadas e incubadas por mais 24 horas com meio novo. Após respectivos 
períodos, 2 e 24horas células foram coletadas e incubadas com 5 µM de DAF2-DA ou 

com 10 μL da sonda DCFH-DA 0,1 mM por 30 min a 37C no escuro. Células foram 
ressuspendidas em 200 μL de PBS para aquisição no citômetro Accuri™C6 (BD). 
Análises foram realizadas usando o software FlowJo™, versão 10.8 (BD Bioscience). 
 
Análise Estatística 

Inicialmente os dados foram submetidos ao teste Shapiro-Wilk (SW) e 
Homogeneidade por teste de levene para avaliar se os dados foram ou não 
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paramétricos. Foi utilizado teste t student para amostras independentes para 
comparações entre dois grupos e ANOVA de uma via para comparações entre três ou 
mais grupos, com pós-teste de Tukey para comparações múltiplas. Quando não houve 
normalidade dos dados, o conjunto de dados foi classificado como não paramétrico e 
analisados por teste U de Mann Whitney, alternativa não paramétrica para teste t 
student. Outliers foram avaliados por análises de gráficos box-plots e removidos 
quando necessário. Diferenças com valor de p<0,05 foram consideradas 
estatisticamente significativas. A análise estatística foi realizada pelo software 
Microsoft Excel®, suplemento Real statistics e a construção gráfica foi realizada pelo 
GraphPad Prism versão 8.0 (GraphPad Prism for Windows, GraphPad software, San 
Diego, California USA).  

 
RESULTADOS 
 
Padronização dos tempos de cultura para coleta de vesículas extracelulares 
liberadas por células B16F10 

Foi realizada etapa de padronização do tempo ideal para coleta de 
sobrenadante com maior concentração EVs de tamanhos semelhantes aos 
exossomos. Para isto, foram coletados sobrenadantes em sete tempos diferentes: 2, 
4, 6, 8, 20, 24 e 48 horas. Análises por Nanosight (Figuras 1A,C) mostraram as 
concentrações (partículas/mL) de 4,85X109, 3,56X108, 4,08X108, 5,47X108, 1,28X109, 
1,71X109 e 3,85X109 nos respectivos tempos, com tamanhos médios de 118,2, 182,4, 
166,1, 191,6, 165,6, 150,2 e 177,4 nm, respectivamente (Figura 1D). O percentual de 
viabilidade em cada tempo foi verificado, sendo o mesmo maior ou igual a 60% 
(Figura 1B). 

 

Sobrenadantes de células B16F10 coletados após 48 horas de cultura 
apresentaram maiores concentrações de partículas e proteica 

Os tempos que apresentaram maior concentração de EVs: 2 e 48 horas, foram 
pré-selecionados para uma segunda etapa de verificação, com o objetivo de confirmar 
os achados em relação à distribuição e concentração das EVs e checar a quantidade 
proteica em cada amostra. Dados obtidos no Nanosight após checagem da viabilidade 
celular (Figura 2A,B) mostraram concentrações de 1,74X109 e 1,62X1011 

partículas/mL, (Figura 2D), com tamanhos médios de 224,0 e 199,1 nm (Figura 2E), 
nos tempos respectivos. Já a quantificação proteica obtidas nestes tempos foram 
respectivamente 12,40 e 595 µg/mL (Figura 2F). Uma vez que nesta segunda etapa 
de padronização o tempo de 48 horas apresentou maior concentração de 
partículas/mL e maior concentração proteica, este foi o tempo selecionado para 
obtenção das EVs utilizadas nos ensaios com macrófagos. 
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Figura 1 | Tamanho e concentração de partículas liberadas por células B16F10 em diferentes tempos 
de cultura. Células B16F10 foram cultivadas na ausência de SFB e sobrenadantes coletados com 2, 4, 
6, 8, 20, 24 e 48 horas e EVs foram obtidas após etapas de centrifugação e ultracentrifugação. 
Viabilidade celular analisada por trypan blue. Concentração e tamanho das EVs foram avaliados por 
Nanosight NS300 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Reino Unido). (A) Gráficos representativos da 
análise por Nanosight (B) Viabilidade (C) concentração (partículas/mL), (D) Tamanho médio (nm). 
Barras representam amostras em unicata. 
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Figura 2 | Tamanho e concentração das EVs coletadas nos tempos de 2 e 48 horas. Células B16F10 
foram cultivadas na ausência de SFB e sobrenadantes coletados com 2 e 48 horas e EVs foram obtidas 
após etapas de centrifugação e ultracentrifugação. Gráfico representativo da viabilidade avaliada pelo 
kit PE annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences, San Diego, CA, USA), nos tempos de (A) 
2 horas e (B) 48 horas. (C) Gráficos representativos da avaliação por Nanosight NS300 (Malvern 
Instruments Ltd., Malvern, Reino Unido). (D) Tamanho e (E) concentração das EVs (F) Quantificação 
proteica foi avaliada por kit Micro BCA protein assay kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, United States. 
Barras representam amostras em unicata. 
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Caracterização fenotípica de macrófagos após tratamento com EVs de células 
B16F10 coletadas após 48 horas em cultura 

Células totais de medula óssea foram coletadas após sete dias de 
diferenciação em cultura com meio contendo sobrenadante de células L929. Para 
ensaios posteriores a pureza e viabilidade das células após diferenciação foi avaliada 
sendo o percentual de diferenciação de 99%, com mais de 93% de viabilidade (Figura 
Suplementar S1).  

Para caracterização fenotípica dos BMDMs após tratamento com EVs liberadas 
por células de melanoma B16F10 após 48 horas de cultura (EVs-mel) foram utilizados 
marcadores associados aos o perfis M1 (iNOS, CD40, CD86 e MHCII) e M2 (CD206 
e IL-10). Analise da viabilidade mostrou que houve diferença significativa na 
viabilidade entre os grupos testados [F(4,34)=2,571, p<0,001]. Pós-teste de Tukey 
mostrou menor viabilidade nos grupos tratados com LPS e EVs-mel em todas as 
concentrações (2,5, 5 e 7,5 µg/mL), em relação ao grupo não tratado (R10, p<0,001) 
(Figura 3A). Análises da expressão de CD11b (Figuras 3B,C) mostrou que o 
percentual de BMDMs após 48 horas de cultura foi em média de 82%, não havendo 
diferença significativa entre os grupos analisados. 

Para marcadores associados ao perfil M1 (Figura 4), teste ANOVA de uma via 
demonstrou que houve diferença significativa no percentual e MFI para iNOS 
[(F(4,15)=10,24 p=0,0003 e F(4,15)=17,84, p<0,000001, respectivamente] e IL-12 
[F(4,15)=4,94 p=0,009 e F(4,15)=4,58, p=0,01, respectivamente]. Não houve 
diferença significativa no percentual ou MFI para CD40 e CD86/MHCII (p>0,05) 

Pós-teste de Tukey evidenciou que houve maior percentual de expressão de 
iNOS nos grupos tratados com EVs-mel em todas as concentrações 2,5, 5 e 7,5 µg/mL 
em relação ao grupo controle (p=0,01, p=0,004 e p=0,002, respectivamente). De forma 
semelhante, houve maior MFI nestes grupos (p<0,00001. P=0,0034 e p=0,001, 
respectivamente). Este aumento também foi observado em relação ao LPS tanto no 
percentual de células (p=0,03, p=0,009, p=0,004) como no MFI (p<0,00001, p=0,003 
e p=0,001, respectivamente). 

Em relação ao IL-12, o pós-teste de Tukey mostrou menores percentuais de 
células IL-12+ nos grupos tratados com 2,5 e 7,5 µg/mL de EVs-mel quando 
comparadas ao grupo LPS (p=0,036 e p=0,035, respectivamente). No MFI houve 
menor intensidade no grupo que recebeu 2,5 µg/mL de EV em relação ao grupo R10 
(p=0,021) e LPS (p=0,029). 

Na análise dos marcadores associados ao perfil M2 (Figura 5), para IL-10 
houve diferença significativa no MFI [F(4,15)=12,11, p=0,0001], onde pós-teste de 
Tukey evidenciou maior MFI nos grupos tratados com EVs-mel em relação aos grupos 
R10 (p=0,0002, p=0,02 e p=0,03, respectivamente) e LPS (p=0,03, p=0,0003 e 
p=0,03, respectivamente). No percentual, não houve diferença significativa. Para 
CD206, não houve diferença no percentual nem no MFI na comparação entre todos 
os grupos (p>0,05). 
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Figura 3 | Análise da diferenciação e viabilidade após tratamento com EVs-mel. BMDMs cultivados em 
R10 ou tratados com EVs de células B16F10, nas concentrações de 2,5, 5 ou 7,5 µg/mL por 48 horas 
ou com LPS por 24 horas foram coletadas para determinar percentual de células diferenciadas (CD11b) 
e viabilidade celular (7AAD). (A) Histograma representativo do percentual de células viáveis (B) 
Percentual de expressão de CD11b. (C) Gráficos representativos do percentual de células 
diferenciadas em macrófagos considerando a expressão de CD11b. Barras representam média ± 
desvio padrão. ANOVA de uma via com pós-teste de Tukey, dados analisados em quadruplicata. ***  
indica p<0,001, α=0,05. 
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Figura 4 | Análise fenotípica de moléculas do padrão M1 em BMDMs após tratamentos com EVs-mel. 
BMDMs foram cultivados com EVs nas concentrações de 2,5, 5 e 7,5 µg/mL e submetidos a análises 
de expressão por citometria de fluxo de marcadores associados ao perfil M1: (A) iNOS, (B) IL-12, (C) 
CD40 e (D) CD86/MHCII. Coluna 1 mostra a distribuição (histograma) da expressão de cada molécula, 
coluna 2 a representação gráfica do percentual de células positivas para cada marcador e, coluna 3 
corresponde à intensidade média de expressão (MFI) de cada marcador. Como controles, macrófagos 
foram cultivados com R10, com ou sem adição de LPS. Teste ANOVA de uma via, pós-teste de Tukey. 
Dados analisados em quadruplicata apresentados com média ± desvio padrão * Indica diferença em 
relação ao grupo R10, # Indica diferença em relação ao grupo LPS. * e # indicam p<0,05, ** e ## 
indicam p<0,01, *** e ### indicam (p<0,001), α=0,05.  
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Figura 5 | Análise fenotípica de moléculas do padrão M2 em BMDMs após tratamentos com EVs-mel. 
BMDMs foram cultivados com EVs nas concentrações de 2,5, 5 e 7,5 µg/mL e submetidos a análises 
de expressão por citometria de fluxo de marcadores associados ao perfil M2: (A) IL-10 e (B) CD206. 
Coluna 1 mostra a distribuição (histograma) da expressão de cada molécula, coluna 2 apresenta 
representação gráfica do percentual de células positivas para cada marcador e, coluna 3 corresponde 
à intensidade media de expressão (MFI) de cada marcador. Como controles, macrófagos foram 
cultivados com R10, com ou sem adição de LPS. Teste ANOVA de uma via, pós-teste de Tukey. Dados 
analisados em quadruplicata apresentados com média ± desvio padrão * Indica diferença em relação 
ao grupo R10, # Indica diferença em relação ao grupo LPS. * e # indicam p<0,05, ** e ## indicam 
p<0,01, *** e ### indicam (p<0,001), α=0,05.  
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EVs derivadas de células B16F10 após 48 horas em cultura não influenciam na 
fagocitose de BMDMs 

Foi determinado o índice fagocítico de BMDMs após tratamento com EVs de 
células B16F10 após 48 horas em cultura em três concentrações diferentes, utilizando 
o modelo in vitro de fagocitose com leveduras Saccharomyces serevisiae (Figura 6). 
ANOVA de uma via foi conduzida para analisar a diferença no índice fagocítico entre 
os grupos mostra diferença significativa entre os grupos nos tempos de 2 
[F(4,10)=32,05, p<0,0001] e 24 horas [F(4,10)=9,48, p<0,01], p<0,001]. Duas horas 
após cultivo com leveduras pós-teste de Tukey mostrou diferenças no índice fagocítico 
nos grupos: macrófagos com LPS e macrófagos sem tratamento (R10) (p=0,0001), 
tratados com EVs-mel nas concentrações de 2,5 µg/mL (p=0,0001), 5,0 µg/mL 
(p=0,0001) e 7,5 µg/mL (p=0,0001). Diferença significativa foi observada também 
entre estes grupos no tempo de 24 horas, p=0,0072, p=0,0022, p=0,015 e p=0,0038, 
respectivamente. Por outro lado, não houve diferença significativa nos macrófagos 
tratados com EVs-mel quando comparados ao grupo não tratado (R10) nos dois 
tempos (p>0,05). 

Foi analisado o delta (Δ) pela subtração do índice fagocítigo do tempo de 24 
horas no índice fagocítico em 2 horas. ANOVA de uma via indicou que houve 
diferenças entre os grupos [F(4,10)=6,88, p<0,01], p=0,0063] e pós-teste de Tukey 
revelou que a diferença foi maior no grupo LPS em relação ao grupo tratado com 5 e 
7,5 µg/mL de  EVs-mel, respectivamente p=0,008 e p=,0006. Não houve diferença 
significativa entre grupo tratado com 2,5 µg/mL de EVs-mel e LPS, assim como das 
três concentrações de EVs mel em relação ao grupo R10 (p>0,05). 
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Figura 6 | Influência das EVs-mel na capacidade fagocítica de BMDMs - BMDMs foram cultivados sob 
lamínulas em placas de 24 poços com meio R10 acrescido ou não de EVs-mel nas concentrações de 
2,5, 5 e 7,5 µg/mL ou com 100 ng/mL de LPS. Após 48 horas do tratamento, sobrenadante foi removido 
e substituído por meio novo contendo leveduras Sacchoromyces cerevisiae. Após 2 ou 24 horas do 
desafio, lamínulas foram coletadas. Novo cultivo foi realizado nos grupos de 24 horas com meio novo 
livre de leveduras e após respectivo período lamínulas foram coletadas. Lamínulas foram coradas por 
Giemsa para determinação do índice fagocítico. Foi avaliada diferença entre índice fagocítico do tempo 
de 2 horas e 24 horas (Δ). Comparações múltiplas foram realizadas por ANOVA de uma via e pós-teste 
de Tukey. # Indica diferença em relação ao LPS. Dados analisados em triplicada apresentados com 
média ± desvio padrão, α=0,05.  
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EVs derivadas de células B16F10 coletadas após 48 horas de cultura aumentam 
produção de TNF-α, IL-6 e IL-10 em BMDMs  

Uma vez que o tratamento de BMDMs com EVs-mel induziu alterações no perfil 
fenotípico destas células, foi verificada a produção de citocinas referentes aos perfis 
Th1 e Th2 após diferentes condições. Após 48 horas do tratamento com EVs-mel 
(Figura 7), BMDMs exibiram aumento expressivo nas concentrações das citocinas 
TNF-α (F(4,15)=8,677 p=0,0007), e IL-6 (F(4,15)=10,24, p<0,0003), em relação ao 
grupo R10 (Figura 7 A,B). A citocina IL-10 não foi detectada no grupo R10 e teve 
produção expressiva nos grupos tratados com EVs-mel (Figura 7C), entretanto este 
aumento foi inferior ao do grupo LPS [F(4,15)=10 p=0,0004]. Como esperado, para as 
citocinas IFN-γ, IL-2, IL-4 e IL-17, houve produção pouco significativa, não havendo 
diferença entre os grupos (Figura Suplementar S2). 

Uma vez que houve produção de citocinas de perfil Th1 (TNF-α e IL6) e Th2 
(IL-10), foi realizada análise da razão entre TNF-α/IL-10 e IL-6/ TNF-α. Conforme 
observado na Figura 8, foi maior a razão das citocinas de perfil Th1 em relação a 
citocina de perfil Th2. ANOVA de uma via com pós-teste de Tukey indicou que houve 
aumento desta razão em BMDMs tratados com EVs-mel, tanto em relação ao TNF-α 
(F(4,15)=9,422 p=0,0005), quanto para IL-6 (F(4,15)=20,51 p<0,0001).  

Adicionalmente, análises da produção de citocinas foi realizada nos 
sobrenadantes de cultura coletados 2 e 24 horas após desafio com leveduras. Para 
avaliar se houve diferenças no perfil de citocinas produzidas pelos BMDMs pós ensaio 
de fagocitose, teste t de student foi empregado para análises individuais de cada 
citocina, comparando grupos cultivados com leveduras com grupos sem leveduras 
(controle).  

Após duas horas de cultivo com leveduras, a citocina TNF-α (Figura 9A) 
passou a ser produzida quando BMDMs foram cultivados com leveduras no grupo 
R10. Houve diminuição da produção de TNF-α no grupo cultivado com 7,5µg/mL e 
leveduras (p=0,01) e não houve diferença para grupos LPS, 2,5 e 7,5 µg/mL. Em 
relação à produção de IL-6 (Figura 9B), houve menor produção da citocina no grupo 
cultivado com 7,5 µg/mL e leveduras (p=0,001), entretanto não houve diferença 
significativa em relação aos grupos R10, LPS, 2,5, 5 e 7,5 µg/mL. Para IL-10 (Figura 
9C) não houve diferença significativa entre os grupos (p>0,05).  

Análise individual das citocinas para o tempo de 24 horas mostrou que teve 
aumento significativo de TNF-α (Figura 9A) nos grupos tratados com 2,5 e 7,5 µg/mL 
em relação ao grupo controle R10 (p=0,003 e p= 0,03, respectivamente). Não houve 
diferença significativa na citocina IL-6 (Figura 9E), com p>0,05. Citocina IL-10 não foi 
detectada em nenhum dos grupos após 24 horas do cocultivo com leveduras. 

Houve produção pouco significativa das citocinas IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-17 e os 
resultados estão agrupados na Figura Suplementar S3. 
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Figura 7 | Avaliação do perfil de citocinas em BMDMs após tratamento com EVs-mel. Sobrenadantes 
de culturas foram coletados após 48 horas de tratamento com EVs-mel nas concentrações de 2,5, 5 e 
7,5 µg/mL ou 100 nm/mL de LPS por 24 horas para quantificação das citocinas: TNF-α (A), IL-6 (B) e 
IL-10 (C). Teste ANOVA de uma via, pós-teste de Tukey. Dados analisados em quadruplicata 
apresentados com média ± desvio padrão * Indica diferença em relação ao grupo R10, # Indica 
diferença em relação ao grupo LPS. * e # indicam p<0,05, ** indica p<0,01, *** indica (p<0,001), α=0,05. 
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Figura 8 | Razão entre citocinas Th1/Th2. Foi realizada razão entre produção de TNF-α por IL-10 (A) 
e IL-6 por IL-10 (B). Teste ANOVA de uma via, pós-teste de Tukey. Dados analisados em quadruplicata 
apresentados com média ± desvio padrão *** Indica diferença em relação ao grupo R10 com p<0,001, 
α=0,05.  
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Figura 9 | Perfil de citocinas 2 e 24 horas após cocultivo ou não com leveduras. BMDMs tratados ou 
não com EVs-mel por ou LPS por 24 horas foram desafiados ou não com leveduras Sacchoromyces 
cerevisiae por 2 horas para coleta e análises da produção de citocinas de perfil Th1 e Th2. Para análises 
de 24 horas, após cocultivo por duas horas com leveduras Sacchoromyces cerevisiae, meio foi 
substituído por meio novo livre de leveduras, permanecendo em cultura por mais 24 horas para coleta 
do sobrenadante. TNF-α 2 horas (A), IL-6 2 horas (B), IL-10 2 horas (C), TNF-α 24 horas (D), IL-6 24 
horas (F), IL-10 24 horas IL-2 (G), IL-10 (E), IL-4 (F) e IL-17 (G). Teste t student. * Indica diferença  em 
relação ao grupo sem levedura. Dados analisados em quadruplicata apresentados como média ± 
desvio padrão, α=0,05.  
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Tratamento com concentrações maiores de EVs tendem a aumentar a produção 
de ROS intracelular e óxído nítrico em BMDMs  

As Figuras 10 e 11 mostram dados preliminares do percentual e MFI da 
expressão da DAF2-DA (4-amino5-metilamino-2,7-difluorosceína diacetato) que 
interage com NO intracelular e H2DCFHDA, que interage com ROS intracelular 
respectivamente nos tempos de 2 (Figura 10A e 11A) e 24 horas (Figura 10B e 11B) 
após ensaio de fagocitose, em BMDMs cocultivados ou não com leveduras. Dados 
apresentados sugerem tendência de aumento na produção de ROS e NO em grupo 
de BMDMs tratados com 7,5 µg/mL de EVs-mel. Entretanto, estes dados são 
preliminares e necessitam de confirmação com maior número de amostras. 
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Figura 10 | Expressão de DAF-DA (4-amino5-metilamino-2,7-difluorosceína diacetato). BMDMs 
tratados com EVs coletadas de células B16F10 cultivadas por 48 horas na ausência de SFB ou LPS 
por foram desafiados ou não com leveduras Sacchoromyces cerevisiae (1:10) por 2 horas. Após desafio 
células aderidas foram lavadas e incubadas por 1 h com sonda DAF2-DA para determinar a produção 
de NO intracelular após 2 (A) ou 24 horas (B) do desafio com leveduras.  
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Figura 11 | Expressão de H2DCFHDA. BMDMs tratados com EVs coletadas de células B16F10 
cultivadas por 48 horas na ausência de SFB ou LPS por foram desafiados ou não com leveduras 
Sacchoromyces cerevisiae (1:10) por 2 horas. Após desafio células aderidas foram lavadas e incubadas 
por 1 h com sonda H2DCFHDA para determinar a produção de ROS intracelular em 2 (A) ou após 24 
horas (B) do desafio com leveduras.  
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BMDMs tratados com EVs liberadas por células B16F10 tiveram maior 
captação de glicose  

A fim de verificar o consumo de glicose em cada condição experimental foi 
avaliada a captação de glicose em BMDMs tratados com EVs-mel ou LPS após 2 ou 
4 horas da adição de 2-NBDG, um análogo fluorescente de glicose (Figura 12B). 
ANOVA de uma via foi conduzida mostrando diferença significativa no percentual de 
células 2-NBDG+ em ambos os tempos [F(4,15)=8,22, p=0,001 e F(4,15)=17,937, 
p=0,00001 respectivamente]. Análise pós-teste de Tukey para comparações múltiplas 
entre os grupos no tempo de duas horas indicou maior percentual de expressão de 2-
NBDG nos grupos cultivados com 2,5 e 7,5 µg/mL de EVs-mel tanto em relação ao 
grupo não tratado (R10) (p=0,006, p=0,04, respectivamente) como ao grupo tratado 
com LPS (p=0,002, p=0,03, p=0,02, respectivamente). Análises dos BMDMs 
coletados após quatro horas de incubação com 2-NBDG também mostraram maior 
percentual nos grupos cultivados com EVs-mel quando comparadas ao grupo R10 
(p=0,03, p=0,004, p=0,02, respectivamente) como ao grupo LPS (p=0,01, p=0,0001, 
p=0,09, respectivamente). 

De forma semelhante, na análise da Média de Intensidade de Fluorescência 
(MFI) (Figura 12C), houve diferença significativa nos dois tempos, [F(4,15)=22,3 
p<0,0001 e F(4,15)=9,23, p=0,00057, respectivamente]. Pós-teste de Tukey revelou 
que grupos tratados com EVs-mel apresentaram maior MFI em relação aos grupos 
R10 (p=0,00001, p=0,0009 e p=0,0003)  e LPS (p=0,00003, p=0,002 e p=0,001) no 
tempo de duas horas, assim como no tempo de quatro horas (p=0,0001, p=0,000004 
e p=0,0001 e p=0,0001, p=0,000005 e p=0,00001 respectivamente). 
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Figura 12 | Captação de glicose por BMDMs após tratamento com EVs-mel. BMDMs tratados ou não 
com EVs-mel nas concentrações de 2,5, 5 e 7,5 µg/mL ou 100ng/mL de LPS foram cultivados por duas 
ou quatro horas com RPMI livre de glicose e a captação de 2-NBDG em cada condição foi avaliada por 
citometria de fluxo. (A) Histograma representativo da expressão de 2-NBDG. (B) Percentual de 
captação de 2-NBDG. (C) Mediana da intensidade de fluorescência de 2-NBDG. ANOVA de uma via 
com pós-teste de Tukey, Dados analisados em quadruplicata apresentados com média ± desvio padrão 
* Indica diferença em relação ao grupo R10, # Indica diferença em relação ao grupo LPS. * e # indicam 
p<0,05, ** e ## indicam p<0,01, *** e ### indicam (p<0,001), α=0,05.  
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DISCUSSÃO 
 

Estudos sobre o papel das vesículas extracelulares (EVs) derivadas de células 
tumorais são cada vez mais promissores, por refletir a natureza e status de suas 
células produtoras e por sua capacidade de mediar comunicação intercelular. Assim, 
diversos estudos buscam caracterizar a composição dessas EVs, analisando seu 
perfil proteômico, expressão gênica ou presença de miRNAs tumorais (Porcelli et al., 
2021; Luan et, al., 2021; Pietrowska et al., 2021). Uma vez que EVs carregam 
moléculas de sua célula produtora, estudos procuram estabelecer o potencial das EVs 
como biomarcador prognóstico e preditivo, correlacionando seu conteúdo molecular 
com resultados clínicos ou avaliando seu potencial para monitorar a resposta ao 
tratamento em pacientes com melanoma metastático (Xiong et al., 2020; Clark et al., 
2020; Biagioni et al., 2021).  

Além de fornecer informações sobre a célula originária, na medida em que 
contêm proteínas, lipídios, DNA, RNAs ou miRNAS da sua célula produtora, seu 
conteúdo molecular é bioativo e, uma vez liberado para o meio extracelular, podem 
ser transportadas para outras células presentes no microambiente tumoral ou células 
distantes, atuando como mensageiros tumorais. (Porcelli et al., 2021). Ao serem 
internalizadas pelas células receptoras, EVs transmitem o conteúdo da célula tumoral 
para outras células, chegando a modular vias de sinalização, expressão gênica e 
fenótipo celular (Alegre et al. 2015). Esta comunicação frequentemente é associada 
ao prognóstico ruim da doença, criando um ambiente favorável para desenvolvimento 
de metástases e escape da vigilância imunológica, promovendo o desenvolvimento 
do tumor (Hood et al., 2011; Daßler-Plenker et al., 2020).  

Neste contexto, Pietrowska e colaboradores (2021) compararam o perfil 
proteômico das EVs derivadas de células de melanoma com EVs produzidas por 
células não malignas e sugeriu que o perfil proteico de EVs de melanoma desempenha 
um papel fundamental na progressão e metástase (Pietrowska et al., 2021). Luan e 
colaboradores (2021) entre outros pesquisadores, identificaram aumento na 
expressão dos miRNAs miR-106b-5p, miR-191 e let-7a em pacientes com melanoma 
sugerindo que estes miRNAs atuam na transição epitelial-mesenquimal, processo 
celular que favorece a tumorigênese, invasão e a metástase das células tumorais 
(Vella 2014; Greening et al., 2015; Xiao et al., 2016; Luan et, al., 2021). Hu e 
colaboradores identificaram que exossomos derivados de melanoma induziram a 
reprogramação de fibroblastos em fibroblastos associados ao câncer (Hu et al., 2019). 
Wang e colaboradores corroboraram com estes dados ao identificarem maior 
capacidade invasiva em fibroblastos tratados com exossomos derivados de células de 
melanoma, por meio da maior expressão de metaloproteinases 2 e 9 (MMP-2 e MMP-
9), provavelmente promovido pela ação do miR-21 (Wang et al., 2019). Além da 
influência no microambiente tumoral, já foi demonstrado que EVs de melanoma atuam 
na promoção de um nicho pré-metastático nos linfonodos, encéfalo e pulmão, ativando 
sinalização pró-inflamatória e angiogênica (Hood et al., 2011). EVs de melanoma 
também mostraram direcionar células progenitoras da medula óssea para um fenótipo 
favorável à angiogênese e metástase (Peinado et al., 2012). 

Células do sistema imunológico exercem grande influência no comportamento 
do tumor e diversos estudos avaliam a quantificação do infiltrado de células imunes 
no tumor, a fim de avaliar o seu valor prognóstico, como no Immunoscore (Marliot et 
al., 2019). Neste cenário, Chen e colaboradores (2019) demonstraram que 
melanomas metastáticos liberam EVs contendo PD-L1 em sua superfície, o que 
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suprime a função das células T CD8 e facilita o crescimento do tumor (Chen et al., 
2019). Também podem expandir populações de células supressoras como células T 
regulatórias (T reg) e mieloides e impedir a produção de perforina e granzima pelas 
células natural killer, proteínas importantes para sua função efetora (Tucci et al., 
2018). Neutrófilos tratados com exossomos derivados de células de melanoma são 
direcionados para um fenótipo pró-tumoral (Guimarães-Bastos et al., 2021). 
Macrófagos também demonstraram ter seu fenótipo alterado após tratamento com 
EVs de melanoma (Bardi et al., 2018). 

O macrófago é uma das células imunológicas de maior destaque no 
microambiente tumoral, uma vez que possui alta plasticidade podendo sofrer 
alterações fenotípicas e funcionais em resposta ao microambiente (Italiani, et al., 
2014; O’Neil et al., 2016, Rabold et al., 2017; Tucci et al., 2018). No presente trabalho, 
investigamos o perfil de ativação de macrófagos por meio de marcadores associados 
aos perfis M1 e M2. Análises dos dados mostraram aumento na expressão de 
marcadores de ambos os perfis, com aumento de expressão de iNOS (M1) e IL-10 
(M2). Já foi demonstrado que EVs derivadas de melanoma promovem uma 
polarização mista de macrófagos aumento da produção das citocinas TNF-α e IL-10, 
além de expressão de marcadores comuns aos perfis M1 e M2 (Bardi et al., 2018). Os 
resultados encontrados em nosso estudo corroboram com dados da literatura ao 
mostrar maior expressão de marcadores referentes aos dois perfis de ativação e, 
aumento da produção das citocinas do perfil M1: TNF-α e IL-6 e do M2: IL-10, em 
células cultivadas com EVs liberadas por células de melanoma em 48h (EVS-mel) em 
relação ao grupo controle. Embora na avaliação de marcadores expressos nos 
macrófagos não se tenha observado aumento significativo na sua expressão em 
células tratadas com LPS, na análise do perfil de citocinas produzidas por estas 
células foi possível observar padrão de produção semelhantes entre macrófagos 
cultivados com EVs-mel e cultivados com LPS. Análises da razão entre citocinas de 
perfil M1 (TNF-α e IL-6) e perfil M2 (IL-10) foi demonstrado que o aumento das 
citocinas pró-inflamatórias foi muito mais expressivo nos grupos tratados 
principalmente com EVs-mel. 

Análise do perfil de citocinas de BMDMs obtidos no ensaio de fagocitose, que 
tradicionalmente direciona macrófagos desafiados para um perfil M1, mostrou que, 
antes mesmo do estímulo pelas leveduras, células já apresentaram perfil inflamatório 
com produção elevada das citocinas TNF-α e IL-6. Cabe ainda acrescentar, que as 
citocinas IL-2, IL-4, IFN- e IL-17, como esperado, não são produzidas por macrófagos, 
por isto os níveis foram quase indetectáveis. 

No contexto do microambiente tumoral, macrófagos de perfil inflamatório 
geralmente estão associados a um bom prognóstico, uma vez que possuem alta 
capacidade de apresentação de antígenos e são altamente pró-inflamatórios e 
microbicidas, mostrado pela maior produção de IL-6, IL-12, IL-23 e TNF-α e espécies 
reativas de oxigênio e nitrogênio, importantes em suas funções efetoras (Covarrubias 
et al., 2013). Entretanto, alguns fatores tradicionalmente associados a uma resposta 
antitumoral já demonstraram exercer funções de suporte ao melanoma. Como por 
exemplo a citocina TNF-α, importante pró-inflamatória que participa na imunidade 
antitumoral mediada por M1, mas mostrou atuar na promoção da angiogênese 
tumoral, remodelação vascular e linfangiogênese (Baluk et al., 2009; Kim et al., 2010).  

A citocina pró-inflamatória IL-6 também pode estimular o crescimento de 
células tumorais e facilitar a invasão e metástase, com importante papel na 
angiogênese (Gopinathan et al., 2015). A alta expressão da citocina IL-6 já foi 
correlacionada como um fator de risco na sobrevida de pacientes com melanoma, com 

https://www.nature.com/articles/cr201388
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a carga tumoral e resistência à terapia (Soubrane et al., 2005; Mouawad et al., 2006; 
Yurkovetsky et al., 2007). Exossomos tumorais liberados na circulação induziram 
produção de IL-6 na medula óssea impedindo diferenciação de células dendríticas, 
levando à deficiência na apresentação de antígenos (Yu et al., 2007). IL-6 produzidas 
por macrófagos já levaram a indução da expressão de IL-10 em células tumorais, 
levando à um ambiente imunossupressor (Herbeuval et al., 2004). 

A citocina IL-10 pode favorecer o crescimento tumoral por sua regulação 
negativa na resposta antitumoral e está correlacionada com uma sobrevida menor em 
pacientes com melanoma avançado (Torisu-Itakura et al., 2007; Wiguna et al., 2015). 
A literatura descreve uma relação entre IL-10 e TNF-α, uma vez que esta citocina pode 
induzir a expressão de IL-10, assim como IL-10 pode suprimir TNF-α (Bardi et al., 
2018). Este evento pode estar correlacionado com mecanismos de controle da 
resposta inflamatória, dado o papel regulador de IL-10. 

A enzima i-NOS pode ser superexpressa em células de melanoma e pode 
promover angiogênese e a proliferação de células tumorais (Lopez-Rivera et al., 
2014). Uma vez que EVs produzidas por células tumorais podem transportar 
moléculas de sinalização, mRNAs ou miRNAs ou associadas à via i-NOS presentes 
em células de melanoma, estes podem ser retransmitidos para macrófagos via 
exossomos (Valadi et al., 2007). 

Evidências mostram que os diferentes fenótipos de macrófagos são regulados 
por seu metabolismo celular, para se ajustar com as necessidades energéticas das 
células (Van den Bossche et al. 2017). A literatura descreve que macrófagos de perfil 
inflamatório apresentam elevada captação de glicose com indução de transportador 
de glicose GLUT1 e metabolismo dependente da glicólise anaeróbica (Tannahill et al., 
2013; Freemerman et al., 2014; Artyomov et al., 2016; O’Neill et al., 2016). Este evento 
recebeu o nome de Efeito Warburg, descrito por Otto Warburg durante estudo com 
células tumorais, processo também presente em células altamente proliferativas como 
os leucócitos ativados (Tannahill et al., 2013; Kelly et al., 2015). No presente estudo, 
análises da captação de glicose por macrófagos após tratamento com EVs-mel foi 
verificada por meio de um análogo de D-glicose flourescente (2-NBDG), captado pelas 
células via receptor GLUT1. Resultados aqui apresentados mostram que macrófagos 
tratados com EVs nas três concentrações propostas apresentaram maior captação de 
glicose, sugerindo aumento do transportador GLUT1 na membrana. 

De acordo com a literatura, além da reprogramação metabólica para a via 
glicolítica, em macrófagos inflamatórios há o aumento da fermentação de ácido lático 
e redução da atividade do ciclo de Krebs e fosforilação oxidativa, mesmo em normóxia 
(Tannahill et al., 2013).  Em contraste, quando ativados pela via alternativa 
apresentam o ciclo do ácido tricarboxílico e fosforilação oxidativa intactos, com menor 
ativação da glicólise decorrente da menor captação de glicose e maior dependência 
de oxigênio (Rabold et al., 2017). Uma possível explicação da mudança para glicólise 
em macrófagos M1 é que esta alteração é importante para explosões rápidas de 
ativação, necessárias para funções microbicidas, uma vez que é uma via mais rápida 
para obter energia (O’Neill et al., 2016; Viola et al., 2019). Ativação para o perfil M2 
por sua vez necessita de uma ativação mais eficiente até a resolução da inflamação, 
sendo necessária ativação maior das vias metabólicas mitocondriais, tornando a 
resposta mais lenta (O’Neill et al., 2016). 

Enzimas da via glicolítica promovem funções inflamatórias em macrófagos, 
como a enzima Piruvato Quinase M2 (PKM2) que forma um complexo com fator 1 alfa 
induzível por hipóxia (HIF1a) e promove a expressão de IL-1β, aumentando também 
a expressão de IL-6 e IL-1b pela fosforilação de STAT3 (Palsson-McDermott et al., 
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2015; Van den Bossche et al., 2017). As enzimas gliceraldeído 3-fosfato 
desidrogenase (GAPDH), enolase e Hexoquinase 1 (Hk1) também contribuem para a 
produção de citocinas inflamatórias (Millet et al., 2016; Bae et al., 2012). A inibição do 
ciclo do Krebs leva ao acúmulo de seus metabólitos succinato e citrato, que também 
desempenham funções importantes na manutenção da resposta inflamatória (O’Neill 
et al., 2016). O acúmulo de succinato leva ao acúmulo de HIF1α e indução de IL-1β, 
já o citrato atua na biogênese da membrana e alimenta vias que geram óxido nítrico e 
prostaglandina (Harber et al., 2020). 

Além disso, a glicólise fornece intermediários metabólicos que podem ser 
incorporados à outras vias metabólicas, favorecendo síntese de moléculas 
importantes como ribose, aminoácidos e ácidos graxos, como por exemplo ocorre com 
a via das pentoses, iniciada pela enzima Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e 
que ramifica da via da glicólise no intermediário glicose-6-fosfato (O’Neill et al., 2016; 
Singel., 2020). A via das pentoses é dividida em duas fases: não-oxidativa, onde 
ocorre síntese de ribose-5-fosfato, utilizada para síntese de nucleotídeos e 
aminoácidos, e oxidativa onde há a redução de NADP+ em NADPH. Fagócitos como 
macrófagos e neutrófilos possuem grande atividade enzimática da NADPH oxidase, 
enzima responsável por oxidar o NADPH utilizada para formar espécies reativas de 
oxigênio (ROS) (Singel et al., 2016). O aumento da expressão do transportador de 
glicose GLUT1 já mostrou aumentar o fluxo por meio da via das pentoses (Nishizawa 
et al., 2014). Assim, o aumento na produção de ROS em macrófagos M1 é favorecido 
pela elevada captação de glicose que ocorre nestas células. Embora preliminares, 
dados obtidos no presente trabalho mostram sugerem aumento na liberação de ROS 
em macrófagos tratados com 7,5 µg/mL de EVs.  

Dados preliminares também apontaram tendência de aumento na produção de 
óxido nítrico (NO), o que pode estar correlacionado com o aumento na expressão da 
enzima iNOS em macrófagos tratados com EVs-mel. Entre os diferentes fenótipos de 
macrófagos, além de alterações em vias metabólicas alimentadas pela glicose, há 
também alterações entre outras vias metabólicas, dentre as quais estão vias do 
metabolismo de aminoácidos como por exemplo da arginina, que no macrófago M1 é 
convertida em NO pela enzima iNOS, enquanto no macrófago M2 é totalmente 
metabolizada pela enzima arginase-1 (Van den Bossche et al., 2016; Van den 
Bossche et al., 2017). Há uma intensa dicotomia dos efeitos do NO no câncer, onde 
estudos relatam sua ação em promover ações pró e antitumorais (Nath et al., 2020). 
Entretanto, grande parte destes achados associam elevados níveis de NO ao 
prognóstico ruim e evolução da doença (Yarlagadda et al., 2017). 

Uma das principais funções do macrófago é a fagocitose, por meio da qual os 
macrófagos ingerem partículas para sua eliminação, apresentam antígenos para 
outras células efetoras do sistema imunológico e atuam da resposta inflamatória pela 
remodelação do tecido eliminando detritos (Karavitis et al., 2011). O aumento da 
capacidade fagocítica de macrófagos já foi correlacionado com a diminuição do 
crescimento tumoral no melanoma (Wang et al., 2013; Lecoultre et al., 2020). Em 
nosso estudo resultados mostram que não houve influência de EVs na capacidade 
fagocítica dos macrófagos, sugerindo que a fagocitose não é influenciada por EVs de 
melanoma. 

Em conjunto, nossos dados sugerem que EVs-mel promovem a polarização de 
macrófagos para o perfil inflamatório. Esta hipótese é sustentada pelo aumento da 
captação de glicose, sugerindo uma reprogramação metabólica favorecendo a 
glicólise, também corroborando com esta hipótese o aumento expressivo de citocinas 
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características de macrófagos M1 e tendência de aumento na produção de ROS e 
NO.  

Uma vez que macrófagos apresentam capacidade de alternar entre seus 
fenótipos de acordo com a natureza de sua ativação, a polarização de macrófagos 
para um perfil M1 tem sido um interessante campo para pesquisas como potencial 
alvo terapêutico, uma vez que M1 são associados a uma resposta antitumoral eficiente 
(Palmieri et al., 2017; Mehla et al., 2019). Embora o macrófago M1 e a inflamação 
aguda sejam fatores importantes da resposta imunológica no controle de doenças, a 
inflamação crônica e a criação de um microambiente inflamatório crônico estão 
frequentemente associadas ao desenvolvimento e progressão do câncer (Pesic et al. 
2016; Suarez-Carmona et al., 2017). Este direcionamento para o perfil inflamatório 
abre espaço para novas pesquisas, utilizando esta característica como um alvo de 
futuras abordagens terapêuticas, dado a capacidade de macrófagos de perfil 
inflamatório no combate ao câncer. Entretanto, tendo em vista que EVs estão 
associadas à progressão tumoral e que vários dos fatores relacionados ao perfil M1 
levam à respostas que sustentam a progressão tumoral quando presentes em um 
ambiente sustentado de inflamação, é concebível que esta polarização para um perfil 
inflamatório leve à criação de um microambiente favorável ao desenvolvimento do 
tumor, podendo ser este um mecanismo pelo qual as células tumorais adquirem 
capacidades mais agressivas. Estas hipóteses, no entanto, requerem investigação 
mais aprofundada em modelos in vivo, uma vez que os dados aqui apresentados 
advêm de estudos in vitro, com padrões limitados de respostas. 

 
CONCLUSÕES 
 

Macrófagos tratados com EVs apresentaram maior captação de glicose, com 
aumento significativo de produção das citocinas de perfil M1 TNF-α e IL-6 e M2 IL-10 
e, aumento da expressão de iNOS. Ensaio de fagocitose mostrou que EVs não 
influenciaram na capacidade fagocítica de macrófagos, assim como no perfil de 
citocinas produzidas após desafio com leveduras.  

Em conjunto, dados aqui apresentados sugerem que há uma reprogramação 
metabólica em BMDMs tratados com EVs derivadas de células de melanoma, 
induzindo a uma polarização para o perfil inflamatório (M1). 
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FIGURAS SUPLEMENTARES 
 

 
Figura Suplementar S1 | Percentual de macrófagos diferenciados a partir de monócitos de medula 
óssea. Pureza e viabilidade de BMDM após sete dias de diferenciação. No sétimo e último dia de 
diferenciação, células foram coletadas e marcadas com CD11b, F4/80 e 7AAD para análise da 
diferenciação e viabilidade celular. 
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Figura Suplementar S2 | Avaliação do perfil de citocinas em BMDMs após tratamento com EVs-mel. 
Sobrenadantes de culturas foram coletados após 48 horas de tratamento com EVs-mel nas 
concentrações de 2,5, 5 e 7,5 µg/mL ou 100 nm/mL de LPS por 24 horas. IFN-γ (A), IL-2 (B). IL-4 (C). 
IL-17 (D). Dados analisados em quadruplicata apresentados com média ± desvio padrão. 
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Figura Suplementar S3 | Perfil de citocinas 2 e 24 horas após cocultivo ou não com leveduras. BMDMs 
tratados ou não com EVs-mel por ou LPS por 24 horas foram desafiados ou não com leveduras 
Sacchoromyces cerevisiae por 2 horas. IFN-γ 2 horas (A), IL-2 2 horas (B), IL-4 2 horas (C), IL-17 2 
horas (D), IFN-γ 24 horas (E), IL-2 24 horas (F), IL-4 24 horas (G), IL-17 24 horas (H) 
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