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RESUMO

Considerada uma doenca multifatorial, a obesidade ocorre devido a
interacdo entre fatores genéticos, comportamentais, fisioldgicos,
ambientais, sociais e econdmicos. O aumento dos casos de obesidade
esta relacionado com o aumento da prevaléncia de diabetes mellitus tipo
2, doencas cardiovasculares e alguns tipos de cancer. O envolvimento do
tecido adiposo, considerado um érgdo enddcrino complexo, aumenta a
importancia de uma melhor compreensdo do seu estado metabdlico a
nivel celular. Assim, os modelos tridimensionais (3D) in vitro poderiam
representar uma nova alternativa aos classicos modelos de cultura in
vitro e fornecer novos conhecimentos sobre o estudo da obesidade e
doencas relacionadas a obesidade. Sendo assim, desenvolveu-se um
modelo in vitro 3D utilizando trés linhagens celulares que séo
constituintes do tecido adiposo nativo (pré-adipécitos, fibroblastos e
macréfagos). Foram obtidos modelos de mono e co-culturas em placa de
96 pocos revestida com gel de agarose 2% em uma densidade de
1,2x10* células/poco. Ap6s 4 dias de cultura em condicdes padrdes, os
esferoides foram expostos ao meio de diferenciagdo adipogénica (MDI)
ou mantidos em meio controle. O tempo total de cultura 3D foi de 11
dias e, ao final deste periodo, os esferoides foram corados com Nile red,
um marcador fluorescente seletivo para goticulas lipidicas intracelulares.
De acordo com os resultados, obteve-se esferoides homogéneos em
didmetro e forma nos modelos de mono e co-cultura. Os esferoides
formados em meio controle apresentaram menor diametro do que os
expostos ao MDI, sugerindo que o MDI é um estimulo de crescimento
adicional que também refletiu sobre viabilidade celular. Além disso, as
analises de citometria de fluxo e microscopia confocal mostraram que 0s
esferoides formados em meio controle apresentaram diferenciacéo
adipogénica sem estimulos hormonais, demonstrando que as células
cultivadas no modelo 3D  exerceram  auto-diferenciag&o.
Adicionalmente, os modelos de co-cultura analisados produziram e
liberaram 6xido nitrico, sugerindo que o processo de diferenciacéo
adipogénica ocorrido contribuiu para a formacdo de um modelo 3D com
perfil inflamatério. Em concluséo, foi possivel desenvolver um modelo
3D tipo tecido adiposo que pode ser usado para estudar novas vias
metabdlicas e novos alvos terapéuticos para a terapia da obesidade e
doencas relacionadas a obesidade sem o estimulo hormonal classico
usado em sistemas de cultura celular in vitro convencional.
Palavras-chave: obesidade, tecido adiposo, cultura celular 3D, co-
cultura celular 3D, diferenciacéo adipogénica.






ABSTRACT

Considered a multifactorial disease, obesity occurs due to the interaction
among genetic, behavioral, physiological, environmental, social and
economic factors. The increase in obesity cases is related to the increase
in the prevalence of type 2 diabetes mellitus, cardiovascular diseases,
and some cancers. The involvement of the adipose tissue, considered a
complex endocrine organ, raises the importance for a better
understanding of its metabolic state at a cellular level. Thus, three-
dimensional (3D) in vitro models could represent a new alternative to
the classic in vitro culture models and provide new insights on the study
of obesity and obesity-related diseases. Thus, an in vitro 3D model was
developed using three cell lines that are constituents of the native
adipose tissue (pre-adipocyte, fibroblasts and macrophages). Mono and
co-cultures were obtained in a 96-well plate coated with 2% agarose gel
at a density of 1.2x10* cells/well. After 4 days of culture in standard
conditions, the spheroids were exposed to the adipogenic differentiation
medium (MDI) or maintained in control medium. The total 3D culture
time was 11 days, and at the end of this period, the spheroids were
stained with Nile red, a fluorescent marker selective for intracellular
lipid droplets. According to the results, homogeneous spheroids were
obtained in diameter and shape in the mono and co-culture models.
Spheroids formed in control medium exhibited smaller diameter than
MDI-treated spheroids, suggesting that MDI is an additional growth
stimulus that also reflected on cell viability. In addition, flow cytometry
and confocal microscopy analyzes showed that the spheroids formed in
the control medium showed adipogenic differentiation without hormonal
stimuli, demonstrating that the cells cultured in the 3D model exerted
self-differentiation. Additionally, the analyzed co-culture models
produced and released nitric oxide, suggesting that the adipogenic
differentiation process that occurred contributed to the formation of a
3D model with an inflammatory profile. In conclusion, it was possible to
develop an adipose tissue-like 3D model that can be used to study new
metabolic pathways and new therapeutic targets for to the therapy of
obesity and obesity-related diseases without the classical hormonal
stimuli used in conventional in vitro cell culture systems.

Keywords: obesity, adipose tissue, 3D cell culture, 3D cell co-culture,
adipogenic differentiation.
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1 INTRODUCAO

A obesidade tornou-se um importante problema de sadde publica
em todo o mundo. O aumento significativo de novos casos de obesidade
esta associado ao aumento de doencas metabdlicas incluindo, diabetes
mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares, hiperlipidemia, alguns tipos
de céncer, dentre outras comorbidades (TANTI et al., 2013). Estima-se
gue a obesidade e as doencas relacionadas a obesidade sejam causa de
morte de aproximadamente 2,8 milhfes de pessoas por ano (WHO,
2012). No Brasil, os ultimos dados registrados revelaram que cerca de
110 milhdes de adultos apresentam excesso de peso e 38 milhdes sdo
obesos (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2016).

Além do armazenamento de energia na forma de gordura, sabe-se
gue o tecido adiposo secreta um grande numero de adipocinas que
atuam através de agdes autdcrinas, pardcrinas ou endocrinas na
regulacdo da homeostasia energética sistémica, proporcionando protecédo
a diversos tecidos do organismo contra a lipotoxicidade e disfungdes
metabdlicas (KUSMINSKI; BICKEL; SCHERER, 2016; ROSEN;
SPIEGELMAN, 2014). Os adip6citos sdo os principais constituintes do
tecido adiposo branco e sdo importantes tanto para o0 armazenamento de
energia quanto para a atividade enddcrina (OUCHI et al., 2011). O
processo de desenvolvimento da obesidade pode resultar em uma
remodelacdo rapida do 6rgdo através da hipertrofia e hiperplasia de
adipocitos, promovendo a infiltragdo de macrdfagos no tecido adiposo e
0 aumento da secre¢do de citocinas pro-inflamatérias que resultam no
desenvolvimento e manutencdo de um processo inflamatério crénico de
baixa intensidade que pode comprometer a homeostasia metabolica de
diferentes 6rgaos.

Desta forma, os mecanismos moleculares e celulares envolvidos
durante o desenvolvimento da obesidade tém sido extensivamente
estudados em modelos in vitro tridimensionais (3D) (DAQUINAG;
SOUZA; KOLONIN, 2013; TURNER et al., 2014, 2015). Os sistemas
3D, principalmente os sistemas de co-cultura 3D, refletem a organizacao
natural das células encontradas em tecidos vivos e podem fornecer
respostas fisiologicamente mais relevantes além de serem plataformas
Uteis para a triagem de potenciais novos fArmacos para o tratamento de
diversas doencas (RAVI et al., 2015).

Diante disso, com o intuito de aperfeigoar os sistemas in vitro
descritos até hoje para o estudo da obesidade, foi desenvolvido e
caracterizado um modelo in vitro 3D multicelular utilizando linhagens
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celulares que constituem o microambiente do tecido adiposo vivo. Este
modelo pode servir como uma importante ferramenta para o
entendimento dos processos envolvidos no desenvolvimento da
obesidade, bem como para o estudo de possiveis novos compostos com
potencial terapéutico para o tratamento da obesidade.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 EPIDEMIOLOGIA DA OBESIDADE

A obesidade tornou-se um dos principais problemas de salde
publica no mundo, sendo considerada a desordem nutricional mais
importante tanto para paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento
(HRUBY; HU, 2015; TREMMEL et al., 2017).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as
doencas associadas ao sobrepeso e a obesidade sdo causa de morte de
2,8 milhdes de pessoas por ano (WHO, 2012). Em 2014, 39 % dos
adultos com 18 anos ou mais estavam acima do peso e 13 % eram
clinicamente obesos, 0 que representa mais de 2 bilhdes de adultos com
sobrepeso e mais de 600 milhdes de obesos (WHO, 2016). Desde 1975,
a prevaléncia global de adultos obesos quase triplicou (Figura 1). A
porcentagem de sobrepeso e de obesidade entre os homens aumentou de
28,8 % em 1980 para 36,9 % em 2013. Entre as mulheres, o aumento foi
de 29,8 % para 38,0 % no mesmo periodo. Sendo assim, estima-se que
até 2030, 57,8 % da populacdo adulta mundial terd sobrepeso ou
obesidade (MORGEN; SGRENSEN, 2014; MUNIESA-GONZALEZ et
al., 2017).

Figura 1: Evolucéo da prevaléncia da obesidade no mundo
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No Brasil, de acordo com os UGltimos dados fornecidos pela
Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencgas Cronicas por
Inquérito  Telefonico (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE.
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2016) no ano de 2016,
53,8 % dos adultos apresentavam sobrepeso, e 18,9 % eram obesos.
Ainda, um estudo realizado por Oliveira e colaboradores (2015) em
2011, mostrou que 0s custos atribuiveis a obesidade no Brasil
totalizaram US$ 269,6 milhdes (1,86 % de todos os gastos com
assisténcia médica de média e alta complexidade). Estes achados
condizem com a afirmacdo feita pela OMS, de que 0 excesso de peso e a
obesidade constituem uma das ameagas mais importantes a salde
publica mundial.

2.2 DIAGNOSTICO

Diferentes métodos foram desenvolvidos para determinar se o
individuo é obeso. Dentre eles inclui-se a avaliacdo antropométrica,
andlise da impedancia bioelétrica, densitometria e métodos baseados em
imagens (MUNIESA-GONZALEZ et al., 2017). Embora o indice de
Massa Corporal (IMC) seja uma ferramenta imprecisa, € 0 método de
medida de adiposidade mais utilizado para definir obesidade e
sobrepeso. O IMC ¢é calculado com base no peso do individuo em
quilogramas dividido pela altura em metros elevada ao quadrado
(kg/m2).

Segundo a OMS, IMC > 25kg/m? caracteriza sobrepeso ¢ IMC >
30kg/m? define obesidade. A defini¢do também descreve os graus de
obesidade como grau 1, 2 e 3, sendo 0 grau 3 considerado obesidade
morbida (Tabela 1) (ABESO, 2009, 2016). Por ndo distinguir gordura de
massa magra, o IMC ndo reflete a real distribui¢do da gordura corporal.
Desta forma, recomenda-se que este método seja usado em conjunto
com outras medidas para a determinacdo da gordura corporal
(WOHLFAHRT et al., 2014). Um exemplo é a medida da circunferéncia
abdominal, um método simples e clinicamente Gtil para a medida da
adiposidade central, contribuindo para a avaliagdo mais precisa de
fatores de risco de mortalidade (NORDSTRAND et al., 2011). Como
especificado na Tabela 2, a OMS estabelece como ponto de corte para
risco de complicacfes metabdlicas associadas com a obesidade uma
circunferéncia abdominal entre 94-102 cm para homens e 80-88 cm para
mulheres (ABESO, 2009, 2016).
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Tabela 1: Classificagdo internacional da obesidade a partir do IMC

IMC (kg/m?) Classificagdo Risco de
comorbidades
< 18,5 Baixo peso Baixo
18.5-24.9 Peso normal Normal
25-29.9 Sobrepeso Aumentado
30-34.9 Obeso Grau I Moderado
30-39.9 Obeso Grau II Grave
> 40 Obeso Grau IIT Muito Grave

Fonte: Adaptado de ABESO, 2009, 2016.

Tabela 2: Circunferéncia abdominal e risco de complicagfes metabdlicas

Circunferéncia abdominal (cm)

Risco de complicagdes Homem Mulher
metabolicas
Aumentado >94 >80
Aumentado substancialmente >102 > 88

Fonte: Adaptado de ABESO, 2009.

2.3 TRATAMENTOS PARA A OBESIDADE

O sobrepeso e a obesidade bem como as doengas metabolicas
relacionadas podem ser tratados. O tratamento inicial envolve a terapia
ndo medicamentosa, baseada em modificacdes na dieta de individuos
com sobrepeso e/ ou obesidade (redugdo no consumo de gorduras e
acUcares e aumento na ingesta de frutas, vegetais e gréos), associado a
pratica regular de atividades fisicas (60 minutos/dia para criancas e 150
minutos/semana para adultos) (WHO, 2016).

Para que o tratamento farmacolégico seja iniciado, é necessario
gue o individuo apresente sindrome metabdlica com obesidade ou
sobrepeso associado a algum tipo de comorbidade e que ndo tenha
perdido 1 % do peso inicial por més, apds um a trés meses de tratamento
ndo medicamentoso (SBC, 2005).
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Os medicamentos para o tratamento da obesidade da classe das
anfetaminas, proibidos de serem comercializados em 2011 devido ao
potencial de causarem dependéncia, foram liberados para a producéo,
comercializacdo e consumo em 2017 (BRASIL., 2017). Desde entéo, no
Brasil, além das substancias sibutramina, orlistat, liraglutida e
locarserina  (ABESO, 2016; ANVISA, 2017), os anorexigenos
femproporex, anfepramona e mazindol, também vem sendo utilizados na
terapia da obesidade. Existem também, os medicamentos off label, que
possuem indicacdes diferentes daquelas que constam na bula do
medicamento, é o caso do topiramato, bupropiona, citalopran, sertralina
e fluoxetina, que além de serem usados para o tratamento da depresséo,
também auxiliam na perda de peso (ABESO, 2016; SBC, 2005).

Em relacdo ao tratamento cirdrgico, a indicacdo é somente para
casos especificos. As cirurgias classificam-se em restritivas (diminuem a
entrada de alimentos no tubo digestivo), disabsortivas (diminuem a
absorc¢do de alimentos) e mistas (SBCBM, 2006).

Sabe-se que o aumento global nos indices de obesidade
representa um sério problema de salde publica com implicacfes para a
sociedade e para os sistemas de salde. Desta forma, é fundamental que
0s mecanismos envolvidos no processo de desenvolvimento da
obesidade sejam compreendidos a fim de melhorar as medidas
preventivas e intensificar a busca por novos farmacos, sejam eles,
compostos isolados, sintéticos e semi-sintéticos ou naturais, de modo a
atuarem com eficécia no tratamento da obesidade. Diante disso, muitos
autores tem estudado a obesidade em nivel celular (CEPPO et al., 2014;
TURNER et al., 2014, 2015; WEISBERG et al., 2003), relacionando o
estado metabolico das células e o estresse ambiental, na tentativa de
encontrar novos mecanismos celulares e novos alvos terapéuticos que
possam contribuir na terapia da obesidade e das doencas relacionadas.

2.4 TECIDO ADIPOSO
2.4.1 Embriologia

Os adipocitos desenvolvem-se a partir de células precursoras, 0s
chamados pré-adipécitos. Estes derivam do mesénquima, tecido
embrionério derivado do mesoderma (ROSEN; SPIEGELMAN, 2014).
Entretanto, existem relatos de que os adipdcitos presentes na regido
cefalica derivam do neuroectoderma (ALI et al., 2013; BILLON et al.,
2007; POPE et al., 2016).
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Em humanos, a formagdo das células adipocitarias inicia durante
0 segundo trimestre de gestacdo e persiste até 0 nascimento (BILLON;
MONTEIRO; DANI, 2008; POPE et al., 2016). Os adip6citos formados
na regido subcutanea e visceral podem expandir de forma variavel de 15
a 80 micrometros (um) de didmetro até o nascimento. A proliferacao
destas células perdura durante a infancia e adolescéncia (KUSMINSKI;
BICKEL; SCHERER, 2016; POPE et al., 2016). Desta forma, este
periodo define 0 nimero total de adipdcitos que o individuo terd na fase
adulta, sendo que este nimero, ndo sera alterado mesmo no contexto da
obesidade (ROSEN; SPIEGELMAN, 2014).

O tempo de vida médio de um adipécito em humanos adultos é de
aproximadamente 10 anos, sendo 10 % renovados a cada ano. O
turnover de adipdcitos é sustentado ao longo da vida por um equilibrio
entre adipogénese e apoptose, e isso requer uma fonte constante de
células progenitoras de adipdcitos (KUSMINSKI; BICKEL; SCHERER,
2016).

2.4.2 Caracteristicas do Tecido Adiposo

O tecido adiposo (TA) pode ser classificado em dois tipos: tecido
adiposo marrom (TAM) e tecido adiposo branco (TAB), ambos
desempenham um papel muito importante na deteccdo e resposta as
mudangas no balanco energético sistémico (COOKE et al., 2016). Sabe-
se que o TAM exerce sua atividade em processos relacionados a
termogénese por possuir um grande nimero de mitocdndrias. E
encontrado principalmente em recém-nascidos, localizado nas regifes
interescapular e supraclavicular, bem como em torno dos rins, coracéo,
aorta, pancreas e traqueia (MUNIESA-GONZALEZ et al., 2017).
Depositos de TAM diminuem com a idade, mas ainda podem ser
encontrados em pequenas quantidades na fase adulta (FONSECA-
ALANIZ et al., 2006; NEDERGAARD; BENGTSSON; CANNON,
2007).

Em contraste, o TAB é encontrado em abundancia em adultos,
exercendo a funcdo de armazenamento de energia na forma de
triacilglicerol (TAG).

O TAB ¢ constituido basicamente por pré-adip6citos, matriz
extracelular, vasos sanguineos e capilares, células imunes, fibroblastos,
macréfagos, células mesenquimais e adipdcitos, sendo que, este Gltimo,
constitui grande parte do 6rgdo (Figura 2) (OUCHI et al., 2011). Dentre
os constituintes do TAB, destacam-se 0s macréfagos. Duas populagbes
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distintas de macré6fagos podem ser encontradas no TAB. Em TAB
metabolicamente  saudavel, encontram-se 0s macrofagos M2,
alternativamente ativados, sendo responsaveis pela secre¢ao de citocinas
anti-inflamatorias e, em TAB metabolicamente disfuncional, encontram-
se 0s macrdéfagos M1, classicamente ativados, presentes em situacdes de
obesidade (COOKE et al., 2016; SUN; KUSMINSKI; SCHERER,
2011). Os macrdéfagos M1 sdo responsaveis pela secrecdo de citocinas
pré-inflamatérias. Segundo Weisberg e colaboradores (2003), a
presenca de macrofagos pode aumentar de 10-15 % em um tecido
magro, para 45-60 % em um tecido obeso.

Figura 2: Constituintes do TA
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Os adipdcitos sdo os principais constituintes do TA. Os demais tipos de células
presentes sdo as células precursoras (mesenquimais e pré-adip6citos),
macréfagos e células T, fibroblastos, células vasculares (endoteliais e do
musculo liso vascular), matriz extracelular vasos sanguineos e capilares. Fonte:
modificado de Ouchi et al., 2011.

Além dos constituintes celulares, o0 TAB pode ser classificado de
acordo com sua localizacdo anatémica em tecido adiposo subcutaneo e
visceral (CHOE et al., 2016). Essa divisdo pode determinar a atividade
metabdlica do TAB e suas fungfes centrais. Sabe-se que a gordura
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encontrada em depdsitos subcutaneos (abaixo da pele, regido abdominal,
glutea e femoral) pode fornecer efeito protetor sobre a homeostasia
energética, entretanto, é rica em pré-adipécitos suscetiveis a replicacdo
rapida, o que pode ocasionar um aumento da sua capacidade de
tamponamento, contribuindo para a instalagdo de quadros de
lipotoxicidade (deposicdo ectopica de gordura em outros 6rgdos). Os
depositos de gordura viscerais, encontrados préximo ou no interior dos
Orgdos da cavidade abdominal estdo associados ao risco de
desenvolvimento de sindrome metabolica (BERRY et al.,, 2013;
COOKE et al., 2016; KUSMINSKI; BICKEL; SCHERER, 2016).

2.4.3 Funcbes do Tecido Adiposo

Apbs a descoberta da leptina (ZHANG et al., 1994), a primeira
citocina secretada pelas células adipocitarias, o TAB passou a ser
reconhecido como um importante e complexo érgdo enddcrino, pois,
além da funcdo de armazenar energia, também é capaz de secretar
diversos fatores conhecidos como adipocinas e, através de efeitos
paracrinos, autécrinos e enddcrinos, pode atuar na regulacdo da
homeostase energética sistémica, conferindo protecéo a diversos tecidos
do organismo contra a lipotoxicidade e disfuncBes metabélicas
(COOKE et al.,, 2016; KUSMINSKI; BICKEL; SCHERER, 2016;
ROSEN; SPIEGELMAN, 2014).

A leptina est envolvida na regulacdo do balango energético. Esta
citocina atua no hipotalamo e tem a funcdo de aumentar a expressédo de
neuropeptidios que suprimem o apetite e consequentemente, inibir
neuropeptidios responsaveis por estimular o apetite (CHOE et al., 2016;
DAMASO, 2003). Outra importante citocina envolvida no metabolismo
saudavel do TAB é a adiponectina, esta, promove aumento da
sensibilidade a insulina e contribui com respostas anti-inflamatdrias
(CHOE et al., 2016).

O TAB também é responsavel pela sintese enddgena de acidos
graxos catalisados pela enzima acido graxo sintase (FASN, do inglés
fatty acid synthase) e acetil-CoA carboxilase, bem como seu
armazenamento na forma de TAG. O aumento da ingestdo calérica
(fonte exdgena de producao de &cidos graxos), estimula a lipogénese e o
excesso de &cidos graxos também é armazenado na forma de TAG
(DAMASO, 2003; SAPONARO et al., 2015).

Os TAGs armazenados nos adipécitos sdo recobertos por
proteinas denominadas perilipina, que atuam protegendo os TAGs da
hidrolise. No entanto, durante periodos de jejum, os TAGs sdo liberados
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na forma de acidos graxos através da lipolise (SHI; BURN, 2004; SUN;
KUSMINSKI; SCHERER, 2011).

2.5 FISIOPATOLOGIA DA OBESIDADE

Considerada uma doenca multifatorial, a obesidade ocorre devido
a interacdo entre fatores genéticos, comportamentais, fisiologicos,
ambientais, sociais e econdmicos. Por essa razdo, é considerada uma
doenca cronica, enddcrino-metabolica e heterogénea, sendo um dos
fatores de risco mais importantes para o desenvolvimento de diabetes
mellitus tipo 2 (BHUPATHIRAJU; HU, 2016; CASTOLDI et al., 2016;
KUSMINSKI; BICKEL; SCHERER, 2016; MAGNO et al., 2014).
Além disso, associa-se a outras desordens metabdlicas como doengas
cardiovasculares, incluindo a hipertensdo arterial e o acidente vascular
cerebral, cirrose, doengas articulares, apneia do sono e alguns tipos de
tumores (MALTA et al., 2014). A causa fundamental da obesidade tem
sido caracterizada pelo excesso de gordura corporal resultante de um
desequilibrio energético prolongado. Este desequilibrio pode ser
causado pelo aumento da ingestdo cal6rica e diminuicdo de atividades
fisicas, 0 que ocasiona um declinio do gasto energético. Além disso, o
aumento da capacidade das células em estocar gordura, bem como, a
diminuicdo da capacidade de oxidacdo destas gorduras também pode
levar ao desenvolvimento de obesidade (BHUPATHIRAJU; HU, 2016;
CASTOLDI et al., 2016; QUEIROZ et al., 2009; WANNMACHER,
2016).

O TAB ¢é capaz de responder de forma rapida e dinamica a
alteracdes tanto de privacdo quanto de excesso de nutrientes através da
hipertrofia e hiperplasia dos adipdcitos (SUN; KUSMINSKI;
SCHERER, 2011). O microambiente de um TA metabolicamente
saudavel, por meio de eosindfilos e células T reguladoras presentes,
secreta citocinas como interleucina 4 (IL-4), IL-13 e IL-10
respectivamente, que possuem a fungdo de polarizar os macréfagos do
tecido para o fendtipo M2 - anti-inflamatdrio (CASTOLDI et al., 2016;
MANTOVANI et al.,, 2002). Ainda, em condicbes fisioldgicas, a
secrecdo do horménio adiponectina é alta, proporcionando o aumento da
sensibilidade a insulina. Essa combinacdo de fatores pode ajudar a
preservar 0 TA saudavel, promovendo a reparacdo tecidual e a
angiogénese (SUN; KUSMINSKI; SCHERER, 2011).

Em contraste, durante o balanco energético positivo persistente, 0
TAB expande para facilitar o armazenamento de TAGs que se
encontram em excesso. Esse processo pode resultar em consideravel
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disfuncdo do d6rgao (COOKE et al., 2016). Neste contexto, macrofagos
M2, que antes exibiam um perfil anti-inflamatorio, sdo polarizados por
citocinas como interferon-y para um fenétipo M1, que estdo associados
a um perfil pré-inflamatério (CASTOLDI et al., 2016). Os macrofagos
M1 sdo responsaveis pelo aumento da secrecdo de fatores pro-
inflamatdrios como, o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a, do inglés
tumor necrosis fator - «), proteina quimioatraente de mondcitos-1
(MCP-1, do inglés monocyte chemoattractant protein-1), 1L-6, IL-1p,
IL-12 e IL-23 (CASTOLDI et al., 2016; OUCHI et al., 2011). Além
disso, macrofagos M1 também séo responsaveis pela producdo de 6xido
nitrico (NO, do inglés nitric oxide) através da ativacdo da enzima 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS, do inglés inducible nitric oxide
synthase). Paralelo a esse ambiente pré-inflamatdrio, os fatores anti-
inflamat6rios como IL-10 e adiponectina diminuem, resultando em
diminuicdo da sensibilidade a insulina e diminuicdo da funcéo vascular,
levando ao desenvolvimento de fibrose e hipdxia. Além disso, a medida
que a hipertrofia progride, a MCP-1 recruta novos monécitos
circulantes, que se infiltram no TAB e polarizam-se em M1, dando
continuidade ao ambiente inflamaté6rio gerado (KUSMINSKI; BICKEL;
SCHERER, 2016). A Figura 3 ilustra as etapas de remodela¢do do TAB
durante o desenvolvimento da obesidade.
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Figura 3: Resposta do TA a hipertrofia dos adipécitos
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A expansdo saudavel do TA é definida como um aumento das células
adipocitérias por meio do recrutamento de células precursoras em proporgdes
adequadas, vascularizacdo suficiente e inflama¢do minima. Em contraste, a
expansdo patolégica estd associada a inflamacéao cronica, podendo ser descrita
pela rapida expansdo das células, aumento da infiltracdo de macrofagos M1 e
reducdo de macréfagos M2, desenvolvimento limitado dos vasos, fibrose e
hipdxia, resultando em necrose dos adipdcitos.

Fonte: Adaptada de Sun et al., (2011).

2.6 DIFERENCIAGAO DE ADIPOCITOS

A diferenciacdo adipogénica ou adipogénese ndo ocorre somente
durante o desenvolvimento embriondrio, mas ao longo da vida do
individuo, tanto em resposta ao turnover celular quanto em resposta a
necessidade adicional de armazenamento de gordura, que ocorre em
periodos em que a ingestdo calorica excede os parametros nutricionais
(AVRAM; AVRAM; JAMES, 2007).

Os adipécitos provém de células tronco mesenquimais
multipotentes residentes no estroma do tecido adiposo e na medula
Ossea e que possuem a capacidade de se diferenciar em diversos tecidos
como, adiposo, cartilaginoso, 6sseo e muscular (AVRAM; AVRAM;
JAMES, 2007; POULOS; DODSON; HAUSMAN, 2010; ROSEN;
SPIEGELMAN, 2014; TANG; LANE, 2012). Em nivel celular, a
diferenciacdo destas células compreende duas fases: determinacdo e
diferenciacdo terminal (CRISTANCHO; LAZAR, 2011; ROSEN;
SPIEGELMAN, 2014).

A fase de determinacdo resulta no comprometimento de uma
célula tronco mesenquimal com o fenotipo adipocitico. Sendo assim, a
célula mesenquimal, semelhante a fibroblasto, é convertida em pré-
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adipocito, que nao pode ser distinguido morfologicamente de sua célula
precursora, mas perdeu o potencial de se diferenciar em outros tipos
celulares. Na segunda fase, o pré-adipécito passa a expressar diversos
fatores de transcricdo que induzem a sua diferenciacdo em adip6citos
(ARMANI et al., 2010; ROSEN; MACDOUGALD, 2006).

Dentre os fatores de transcricdo envolvidos neste processo,
destacam-se o receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomas
(PPARY), considerado o regulador central do processo de adipogénese e
a familia de proteinas ligadas ao amplificador CAAT, os C/EBPs
(C/EBP-a, C/EBP-B e C/EBP-3) (FARMER, 2006; LEFTEROVA,
LAZAR, 2009; ROSEN; MACDOUGALD, 2006).

Um estudo realizado por Tontonoz e colaboradores (1994)
mostrou que a expressdo ectopica de PPARy em fibroblastos murinos
foi suficiente para iniciar o processo de adipogénese. Além disso, um
estudo utilizando camundongos knockout para PPARYy2, uma isoforma
presente em abundancia no TA, mostrou que além de os camundongos
terem apresentado formacéo reduzida do TA, ainda exibiram resisténcia
a insulina, sugerindo que PPARY2 pode desempenhar um papel seletivo
na regulacdo da sensibilidade a insulina (ZHANG et al., 2004).

Os mecanismos celulares e moleculares envolvidos no processo
de adipogénese tém sido amplamente estudados em sistemas in vitro
(CEPPO et al., 2014; FILIPPIN-MONTEIRO et al., 2012; GUO et al.,
2009; MOON et al., 2007). A linhagem celular 3T3-L1, originalmente
estabelecida por Green e Kehinde (1975), pode facilitar os
conhecimentos sobre 0s mecanismos que regulam a adipogénese.

2.6.1 Modelo de diferenciacéo de adipécitos in vitro

O modelo que melhor representa a adipogénese utiliza pré-
adipocitos imortalizados da linhagem 3T3-L1, derivada da linhagem
fibroblastica 3T3, oriunda de embrides de camundongos Swiss extraidos
prematuramente (CHURCH; BROWN; RODEHEFFER, 2015;
FARMER, 2006; GREEN; MEUTH, 1975). O estudo deste sistema
levou a elucidacdo dos eventos celulares e biolégicos que ocorrem e da
hierarquia transcricional existente durante a conversdo dessas células
originalmente semelhantes a fibroblastos para células semelhantes a
adipocitos (BERRY et al., 2013).

O processo de diferenciagdo de pré-adipdcitos 3T3-L1 pode ser
dividido em trés etapas distintas: inibicdo do crescimento celular pelo
contato célula-célula, de acordo com a densidade celular, expansdo



38

clonal e diferenciacdo terminal (FARMER, 2006; GREEN; MEUTH,
1975; GUO et al., 2009).

Pré-adipocitos confluentes diferenciam-se ap0s serem expostos a
um coquetel adipogénico constituido pela combinacdo de Soro Bovino
Fetal (SBF), Insulina (ativa receptores do fator de crescimento
semelhante a insulina do tipo 1 - IGF-1), Dexametasona (ativa
receptores de glicocorticoides) e Isobutilmetilxantina (inibidor nédo
seletivo da enzima fosfodiesterase). Este coquetel é conhecido como
MDI (NTAMBI; KIM, 2000; ZEBISCH et al., 2012).

As células estimuladas reentram no ciclo celular e realizam pelo
menos dois ciclos de divisdo celular (expansdo clonal). Durante este
periodo, ocorre a expressdo dos fatores de transcricdo C/EBP-B e
C/EBP-5. A presenca de isobutilmetilxantina favorece a expressdo de
C/EBP-B mediada pela sinalizagdo de adenosina monofosfato ciclico
(AMPc), enquanto que a expressdo de C/EBP-6 pode ser ativada tanto
por C/EBP-B quanto por glicocorticoides (FARMER, 2005; WU;
BUCHER; FARMER, 1996). Juntos, estes fatores de transcrigdo
induzem a expressdo de PPARy2 e C/EBP-a, que se autorregulam para
manterem-se expressos, atuando na inducdo da transcri¢cdo de centenas
de genes anteriormente silenciados, envolvidos na geracdo e na
manutencdo do fenétipo dos adipécitos. A diferenciagdo terminal é
manifestada pela alteragdo morfoldgica das células adipociticas para o
formato esférico, acimulo de lipideos no seu citoplasma, além de
expressarem progressivamente caracteristicas bioquimicas de adipdcito
maduro (FARMER, 2006; LEFTEROVA; LAZAR, 2009; ZEBISCH et
al., 2012).

A insulina é amplamente utilizada para induzir a proliferacéo e
diferenciacdo de pré-adipdcitos (GREEN; MEUTH, 1975). Devido ao
fato de estas células ndo possuirem receptores de insulina de forma
expressiva, esta atua através do receptor IGF-1 (NTAMBI; KIM, 2000).
Nas células indiferenciadas, a concentragdo de receptores IGF-1 é duas
vezes maior do que a concentracdo de receptores de insulina. No
entanto, apés a diferenciacdo de adipdcitos, a concentracdo de
receptores IGF-1 permanece constante enquanto que o numero de
receptores de insulina aumenta quase 25 vezes & medida que adipécitos
em desenvolvimento se tornam sensiveis a insulina (SMITH et al.,
1988). A Figura 4 ilustra a cascata de fatores envolvidos na
diferenciacéo adipogénica.
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Figura 4: Fatores prd-adipogénicos que regulam a diferenciacdo de pré-
adipdcitos
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Pré-adipdcitos expostos ao coquetel adipogénico constituido por insulina,
dexametasona, isobutilmetilxantina e soro bovino fetal, ativam diferentes
fatores de transcricdo que resultam na ativacdo de PPARy2 e C/EBPo,
envolvidos na diferenciacdo terminal dos adipdcitos.

Fonte: modificado de Farmer, 2006.

Em razdo da presenca de diferentes tipos celulares no TA,
modelos in vitro bidimensional (2D) ou tridimensional (3D) associando
um ou mais tipos de células tem sido desenvolvidos, a fim de obter uma
melhor compreensao sobre as conexdes existentes entre os adipécitos e
as células que circundam no tecido adiposo (FISCHBACH et al., 2004;
SUBRAMANIYAN; KIM; HWANG, 2016; TURNER et al., 2015).

2.7 MODELOS IN VITRO DE OBESIDADE UTILIZANDO A
LINHAGEM 3T3-L1

Embora apresente limitag@es, a linhagem celular 3T3-L1 continua
sendo muito utilizada em modelos in vitro para o estudo da obesidade.
Neste sentido, os modelos j& descritos na literatura estdo relacionados a
avaliagdo de novos compostos com potencial terapéutico para o
tratamento da obesidade, atuando principalmente na inibicdo da
adipogénese e consequente diminuigdo de citocinas pro-inflamatérias
(KANG et al., 2016; MUKHTAR et al., 2016; SEO et al., 2015). Ainda,
esta linhagem celular também vem sendo utilizada para elucidar os
efeitos de antioxidantes, espécies reativas de oxigénio (ROS) e da
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melatonina, sobre a diferenciacdo adipogénica (CALZADILLA et al.,
2013; KATO et al., 2015).

Adicionalmente, varios compostos que ja apresentaram efeitos in
vivo na inibicdo da obesidade, tém sido testados em modelos in vitro,
sendo Uteis para estudar os mecanismos de acdo durante as etapas de
diferenciacdo da célula (MAMMI et al., 2016).

Além disso, a relacdo da obesidade com doencas como o cancer e
o diabetes, também vem sendo estudadas em modelos in vitro utilizando
a linhagem 3T3-L1 (BALABAN et al., 2017; CEPPO et al., 2014; LO et
al., 2013). Somado a isso, técnicas de silenciamento de genes tem sido
desenvolvidas com o objetivo de elucidar as diferentes fungdes de genes
envolvidos na adipogénese da célula 3T3-L1 (ABDESSELEM et al.,
2016; MA et al., 2012; SOM et al., 2016).

A maioria dos modelos in vitro desenvolvidos para o estudo da
obesidade utilizam a técnica de mono ou co-cultura bidimensional (2D)
(FILIPPIN-MONTEIRO et al., 2012; MOON et al., 2007,
PANDURANGAN et al., 2012). Os modelos de co-cultura de adipécitos
com outros tipos celulares, sdo ferramentas importantes para
compreender as multiplas conexdes existentes entre 0 TA e 0s outros
tecidos do organismo (SUBRAMANIYAN; KIM; HWANG, 2016;
SUGANAMI et al., 2007).

Apesar das suas limitagdes, a metodologia 2D continua sendo
utilizada pois, contribui na avaliacdo das respostas das células a
determinados estimulos e permite a realizacdo de screening de
potenciais novos agentes para o tratamento de diversas doencas
(PEREIRA-FERNANDES et al., 2013).

Em sistemas 2D, as células aderem e crescem sobre uma
superficie planar e todas recebem quantidades homogéneas de nutrientes
e fatores de crescimento. No entanto, pelo fato de apresentarem
organizacdo e morfologia diferentes do que é encontrado in vivo, esse
sistema pode influenciar em processos como proliferacdo celular,
diferenciacdo, apoptose, expressao de genes e proteinas (DORST et al.,
2014; EDMONDSON et al., 2014).

Por essa razdo, sistemas tridimensionais (3D) vém sendo
desenvolvidos, pois reproduzem de maneira mais precisa a organizacdo
celular encontrada in vivo, contribuindo para a obtencdo de resultados
clinicos mais relevantes (DORST et al., 2014).
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2.8 CULTURA CELULAR TRIDIMENSIONAL

Os modelos in vitro 3D multicelulares t&ém sido extensivamente
utilizado, no campo da oncologia (KIM; LEE; KUH, 2015; ZANONI et
al., 2016), biologia de células tronco (SASAI, 2013; TSAl et al., 2015) e
engenharia de tecidos (ACHILLI; MEYER; MORGAN, 2012;
LASCHKE; MENGER, 2017).

As células cultivadas em modelos 3D, principalmente os sistemas
de co-cultura tridimensional, refletem a organizacéo natural das células
encontradas em tecidos vivos, uma vez que, no organismo, as células
além de estarem envolvidas por matriz extracelular (MEC) estdo em
contato direto com outros tipos celulares.

Em modelos 3D, as células séo cultivadas na auséncia de uma
superficie aderente, o que permite a agregacdo celular e consequente
formagc&o de estruturas esféricas, denominadas esferoides (SILVA et al.,
2015). No esferoide, as células estdo imersas dentro de uma rede de
MEC produzida pelas préprias células, e em contato direto célula-célula,
célula-matriz, constituindo um microambiente complexo que fornece
suporte e crescimento celular (ACHILLI; MEYER; MORGAN, 2012).

Segundo Ravi e colaboradores (2015), as matrizes ou scaffolds
utilizadas para a formagdo da estrutura 3D sdo muito importantes e
variam de acordo com o tipo de células. O gel de agarose, por exemplo,
€ muito utilizado, por ser simples e de facil manipulagdo. No entanto, de
acordo com a linhagem celular, a concentracdo, composi¢do e volume
dos géis podem sofrer alteragdes. Este recobrimento é adicionado sobre
placas de cultivo celular e deixado polimerizar antes da adicdo da
suspensdo de células. Assim, as células sdo capazes de crescerem sem
aderir, promovendo agregacdo celular e compactacdo (WEISWALD;
BELLET; DANGLES-MARIE, 2015).

Os modelos esferoides sdo compostos por células em proliferacao
(regido externa) e, quiescentes ou necréticas (regido interna), e essa
heterogeneidade celular é semelhante a encontrada em tecidos vivos
(EDMONDSON et al., 2014). A troca de oxigénio e nutrientes é
limitada pelo tamanho do esferoide. Em esferoides que apresentam
tamanho superior a 500 um, regides necroticas centrais sdo0 comuns
devido & falta de nutrientes e acimulo de residuos toxicos (CUI;
HARTANTO; ZHANG, 2017; ZANONI et al., 2016).

Apesar de algumas limitagBes, metodologias 3D tém sido
extensivamente utilizadas em técnicas in vitro, pois além de recriarem a
arquitetura in vivo, possibilitam a interacdo da célula de interesse com
outros tipos celulares (EDMONDSON et al., 2014). No contexto da
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obesidade, estes sistemas tém sido desenvolvidos com o objetivo de
compreender o real papel dos adipécitos na adipogénese e investigar
respostas celulares promovidas por estimulos pro-inflamatérios, a fim de
encontrar alternativas para o tratamento da obesidade e suas
comorbidades (FISCHBACH et al., 2004; RUIZ-OJEDA et al., 2016;
TURNER et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi desenvolver um modelo in vitro de
cultura celular tridimensional (3D) a fim de representar as células
encontradas no tecido adiposo nativo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estabelecer os constituintes celulares, as condicfes de cultura e
0 protocolo de diferencia¢do adipogénica no modelo 3D;

- Caracterizar o modelo 3D em relacdo a organizacdo celular,
tamanho e viabilidade;

- Quantificar lipideos intracelulares no modelo 3D;

- Avaliar a liberagdo de Oxido nitrico nas células no modelo 3D.
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4 METODOLOGIA
4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

A Figura 5 apresenta um esquema do desenho experimental deste
trabalho.

Figura 5: Desenho experimental

| Diferenciagdo adipogénica da linhagem 3T3-L1 (pré-adipécito para adipdcito) em modelo 2D |

L Marcagdo com Oil Red e Nile Red

l Padroniza¢do do modelo de cultura 3D de Tecido Adiposo |

Mono e heteroesferoides em cinco diferentes
modelos na presenca e auséncia de MDI

Pré-adipécitos

Pré-adipécitos | Pré-adipécitos +
Pré-adipdcitos Fibroblastos + + Macréfagos
Macrofagos Fibroblastos +

Fibroblastos

I Caracterizagao do modelo de cultura 3D de Tecido Adiposo na presenga e auséncia de MDI I

Tamanho,
viabilidade e Morfologia Quantificagdo | Andlise do perfil
quantificagdo celular de lipideos inflamatério
celular

Legenda: MDI — Meio de diferenciagdo adipogénica
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4.2 REAGENTES

Os principais reagentes utilizados no estudo estdo descritos no
Quadro 1.

Quadro 1: Lista de reagentes

Reagente Sigla
4’-6-diamino-2-fenilindol * DAPI
Agarose * -
Albumina bovina * BSA
Azul de tripano * -
Bicarbonato de sédio ° NaHCO,
Dexametasona * DEX
Dimetilsulfoxido * DMSO
Dulbecco Modified DMEM
Eagle’s Medium *

Estreptomicina * -
Hidréxido de sodio ° NaOH
Insulina * INS
Isobutilmetilxantina * IBMX
Nile Red * -
OilRed O * -
Penicilina * -

Soro bovino fetal * SBF
Soro de bezerro * CS
Tampdo de 4acido N-[2- HEPES
hidroxietil]piperazina-N’-[2-
etanosulfonico] *

Tripsina * -

! Sigma® St. Louis, MO - EUA; * Ludwig Biotecnologia Ltda, RS — BR; ®
Reagen, RJ — BR; * Gibco® Grand Island, NY — EUA; ° Vetek, RJ - BR

4.3 LINHAGENS E CONDIGOES DE CULTURA CELULAR

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas linhagens
murinas de pré-adipocitos (3T3-L1), gentilmente cedidas pela
Professora Ana Campa, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sdo Paulo, fibroblastos (NIH/3T3) e macréfagos
(J774), obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (Figura 6). Para o
cultivo celular, as linhagens NIH/3T3 e J774 foram mantidas
separadamente em garrafas plasticas de 75 cm? contendo meio de
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cultura celular Dulbecco Modified Eagles’s Medium (DMEM), pH 7,4,
suplementado com 10 % de soro bovino fetal (SBF), 100 U/mL de
penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 10 mM de &cido N-[2-
hidroxietil]piperazina-N’-[2-etanosulfénico] (HEPES), em estufa
umidificada a 37°C e atmosfera com 5 % de didxido de carbono (CO,).
A linhagem 3T3-L1 foi mantida nas mesmas condigdes, entretanto, o
meio de cultura celular DMEM foi suplementado com 10 % de soro de
bezerro (do inglés Calf serum — CS). A cada dois dias, as células foram
lavadas com tampdo fosfato salino (PBS 1x) para remocdo de restos
celulares e 0 meio de cultura substituido. Todos os experimentos foram
realizados com as células entre as passagens 2 a 7. Ao atingirem 80-90
% de confluéncia, o subcultivo foi realizado. As linhagens 3T3-L1 e
NIH/3T3 foram dissociadas pelo método enzimatico, utilizando a
enzima proteolitica tripsina 0,25 % por 5 minutos (min) a 37 °C. A
linhagem J774, por possuir um mecanismo de adesdo diferente, foi
subcultivada por método mecanico, utilizando o cell scraper um
dispositivo semelhante a um rodo estéril para cultura celular.

Para a realizacdo dos experimentos, as células foram contadas em
camera de Neubauer utilizando a metodologia de exclusdo por Azul de
Tripano. Este corante incorpora-se em células que apresentam
membrana celular comprometida (ndo viaveis), corando-as de azul. O
nimero de células plaqueadas e o tempo de incubagdo foram
determinados para cada experimento.

Figura 6: Linhagens celulares utilizadas

3T3-L1 J774 NIH/3T3

3T3-L1 (pré-adipdcito); J774 (macréfago); NIH/3T3 (fibroblasto).
Fonte: elaborado pela autora.
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4.4 CULTURA CELULAR BIDIMENSIONAL (2D)
44.1 Diferencia¢do adipogénica da linhagem 3T3-L1

O protocolo de diferenciagdo adipogénica foi estabelecido em
modelo de cultura celular 2D, classicamente utilizado em técnicas in
vitro.

Para a diferenciacdo adipogénica, as células 3T3-L1 (2 x104
células/poco) foram cultivadas em placas de 24 pogos com meio de
cultura DMEM suplementado com 10 % de CS e incubadas em estufa
umidificada a 37 °C e 5 % de CO,. Ap6s uma confluéncia de 80-90%,
aguardou-se 48 horas e 0 meio de cultura foi substituido pelo meio de
indugdo da diferenciacdo adipogénica — MDI, contendo 500 pM de 3-
isobutyl-1-Methylxanthine (IBMX), 1 uM de Dexametasona (DEX) e
1,67 uM de Insulina (INS) em DMEM suplementado com 10 % de SBF.
Apos 72 horas, o MDI foi substituido por um meio de manutenc&o,
contendo somente DMEM suplementado com 10 % de SBF e 1,67 uM
de INS, sendo trocado a cada dois dias durante 7 dias (MOON et al.,
2007).

4.4.2 Anélise dos lipideos intracelulares em modelo 2D
4.4.2.1 Coloragdo com Qil red O

O Oil red O (OR) é um corante de lipideos (triacilglicerois)
intracelulares, por isso, tem sido usado para avaliar a diferenciago
adipogénica das células 3T3-L1. As andlises qualitativas podem ser
realizadas através de imagens de microscopia de luz em que, pré-
adipdcitos diferenciados, apresentam lipideos intracelulares corados em
vermelho, enquanto que, as analises quantitativas sdo possiveis atraves
da eluicdo do corante com metanol seguido da leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro, em comprimento de onda de 490 nandmetros (nm)
(KRAUS et al., 2016; VANKONINGSLOO et al., 2006).

Neste trabalho, foi realizada analise qualitativa dos lipideos
intracelulares. Para isso, as células foram coradas como descrito por
Moon et al. (2007), com algumas modificacoes.

Apo0s a etapa de diferenciacdo adipogénica, foi preparada uma
solucéo estoque filtrada de OR a 5 % em isopropanol. As células foram
lavadas com PBS 1x e fixadas com formaldeido 10 % por 15 min &
temperatura ambiente. Ap6s a fixagdo, procederam-se duas lavagens
com agua destilada por 5 min cada. A solucgéo estoque de OR foi diluida
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em &gua destilada na proporcdo 2:3 (OR:agua) e adicionada sobre as
células por 15 min a temperatura ambiente. Ap6s, procederam-se 3
lavagens com éagua destilada por 5 min seguido de uma lavagem com
isopropanol 50 %. Por fim, uma lavagem com &gua destilada foi
realizada e as células foram visualizadas e fotografadas em microscopio
optico Nikon Eclipse TS100, camera DCM510, usando o programa de
captura ScopePhoto 3.0.

4.4.2.2 Coloragdo com Nile red

O Vermelho do Nilo (NR, do inglés Nile red) é um corante
seletivo para lipideos intracelulares, emitindo fluorescéncia em uma
faixa entre 528 a 570 nm (ALDRIDGE et al., 2013). O reagente se torna
fluorescente em ambiente lipofilico, emitindo fluorescéncia maxima
guando em contato com gotas lipidicas (PEREIRA-FERNANDES et al.,
2013).

Nesta técnica, também foi realizada andlise qualitativa dos
lipideos intracelulares. Para isso, adaptou-se o protocolo descrito por
Shu-Hui e colaboradores (2013). As células foram lavadas com PBS 1x
e fixadas com formaldeido 4 % por 20 min a temperatura ambiente. Em
seguida, adicionou-se a solucdo de NR em uma concentracdo final de 1
pug/mL em PBS 1x por 30 min protegido da luz. Apds, as células foram
lavadas com PBS 1x e incubadas por 5 min com 4’,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI), diluicdo 1:5000 em PBS 1x. Por fim, as células
foram lavadas uma vez com PBS 1x e, em seguida, visualizadas e
fotografadas em microscopio invertido de fluorescéncia Olympus 1X83,
camera Olympus DP73, usando o programa de captura CellSens,
disponivel no Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia
(LAMEB) da UFSC.

45 PADRONIZACAO DO MODELO DE CULTURA
CELULAR TRIDIMENSIONAL (3D) TIPO TECIDO
ADIPOSO

451 Cultura 3D

Para a realizacdo do modelo 3D tipo tecido adiposo, partimos de
um estudo 3D realizado previamente em nosso grupo de pesquisa
(SALEH, 2017). Neste estudo, optou-se por usar como revestimento da
placa de cultura celular o gel de agarose na concentracdo de 2 %, uma
vez que, nesta concentragcdo, houve a formagdo de um Unico
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esferoide/poco. Segundo Friedrich et al. (2009), a agarose diluida em
meio aquoso forma uma superficie concava semi-solida e, ndo aderente,
sendo apropriada para a cultura de esferoides, pois permite que as
células crescam sem aderirem a placa, favorecendo a agregacdo e
compactacdo celular. Desta forma, o p6 de agarose foi dissolvido em
agua destilada para uma concentracdo final de 2 % (m/v). Apos, a
solucdo foi aquecida a temperatura de 60-80 °C até completa dissolucéo,
obtendo um aspecto limpido. Em seguida, em cabine de seguranca
bioldgica, a solucdo de agarose foi transferida para placas de 96 pocos
no volume de 50 pl/pogo. A fim de esterilizacdo, as placas contendo o
gel de agarose foram mantidas sob radiacdo de luz ultra violeta por 30
min. Em seguida, permaneceram em estufa a 37 °C até utilizagdo (tempo
maximo de 60 min).

45.2 Formacéo dos modelos esferoides

As linhagens celulares foram cultivadas em condic@es isoladas
(monoesferoides) ou em co-cultura (heteroesferoides) na densidade total
de 1,2 x10* células/poco, sendo esta densidade padronizada no estudo
de Saleh (2017). Foram estabelecidas cinco condi¢des celulares
diferentes. Os monoesferoides foram formados pelas linhagens 3T3-L1
e NIH/3T3 e, os heteroesferoides foram formados pelas linhagens 3T3-
L1:J774, 3T3-L1:NIH/3T3 na proporgao 1:1 e 3T3-L1:J774:NIH/3T3 na
proporcao 1:1:1, conforme ilustrado na Figura 7.

Inicialmente, a linhagem 3T3-L1 foi dissociada e suspendida em
DMEM suplementado com 10 % de CS, enquanto as linhagens J774 e
NIH/3T3 foram dissociadas e suspendidas em DMEM suplementado
com 10 % de SBF. Em seguida, 200 uL de cada suspensdo de células,
representativas de cada condi¢do 3D foram adicionados sobre o gel de
agarose. Todas as condi¢des foram mantidas em estufa a 37 °C e 5 % de
CO, por 4 dias, tempo necessario para a formacéo dos esferoides.
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Figura 7: Protocolo de formag&o dos esferoides

— DMEM: 200 pl/poco
— Agarose: 50 ul/pogo

{

\
\

NIH/3T3

EE

3T3 L1

3T3-11 3T3-11
J774
1774 NIH/3T3
NIH 3T3

Representacdo esquematica da formacgdo dos cinco modelos de esferoides
utilizando placa 96 pocos, gel de agarose na concentragdo 2 % e densidade
celular de 1,2 x10* células/pogo nas proporcdes descritas. Legenda: 3T3-L1
(pré-adipdcito); NIH/3T3 (fibroblasto); J774 (macréfago); DMEM (Dulbecco
Modified Eagles’s Medium).
Fonte: elaborado pela autora.

453 Inducdo da diferenciacdo adipogénica no modelo de
cultura celular 3D

Apo6s 4 dias de cultivo 3D, as células foram estimuladas a
diferenciacdo adipogénica através da adicdo do MDI, seguindo 0 mesmo
protocolo usado para a diferenciacdo das células no modelo 2D (ltem
4.4.1). Para isso, metade do meio de cultura celular (100 pL) foi
substituido pelo mesmo volume de MDI, por 72 horas e, ap6s, a cada 48
horas, metade do meio MDI foi substituido pelo mesmo volume de meio
de manutencédo até completar 11 dias de cultivo 3D. A Figura 8 ilustra
como a diferenciagéo adipogénica foi realizada. Os esferoides formados
foram fotografados em microscopio Nikon Eclipse TS100 no aumento
de 40 x nos dias 4, 7 e 11.



52

Figura 8: Inducéo da diferenciagéo adipogénica no modelo 3D

& J774
50 pl agarose 2% < 3T3-L1
200 ul DMEM S NIH/AT3
€ D Adipécito

:

L

N

10 % CS "10 % SBF + INS + DEX + IBMX | 10 % SBF + INS

Formagdo do esferoide 3D e diferenciacdo adipogénica. Legenda: J774
(macréfago); 3T3-L1 (pré-adipécito); NIH/3T3 (fibroblasto); DMEM
(Dulbecco Modified Eagles's Medium); CS (calf serum); SBF (soro bovino
fetal); INS (insulina); DEX (dexametasona); IBMX (3-isobutil-1-metilxantina).
Fonte: elaborado pela autora.
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4.6 CARACTERIZACAO DO MODELO DE CULTURA
CELULAR 3D

Apo6s finalizar a etapa de padronizacdo da cultura celular 3D,
iniciou-se a caracterizacdo do modelo, avaliando a viabilidade celular,
morfologia, tamanho, diferenciacdo adipogénica e perfil inflamatério.
Para a realizacdo de todas as analises citadas, com excecdo da analise do
tamanho, foram utilizados apenas os esferoides formados no dia 11,
sendo processados de acordo com cada experimento. O sobrenadante
celular do mesmo dia foi armazenado em freezer -80 °C para analises
posteriores.

46.1 Tamanho dos esferoides
O crescimento dos esferoides foi avaliado através da medida do

didmetro (um). Para isso, os esferoides foram fotografados em
microscopio de luz, cAmera DCM 510, no aumento de 40 x nos dias 4, 7
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e 11. As imagens foram obtidas pelo software ScopePhoto 3.0 e 0
didmetro calculado pelo software ImageJ, sendo considerado apenas 0
valor do didmetro horizontal.

4.6.2 Quantificacdo e viabilidade celular

Para andlise da viabilidade e a quantificacdo celular, 8 esferoides
de cada condigdo 3D foram transferidos para microtubos, lavados com
PBS 1x e dissociados por acdo enzimatica. A agdo da tripsina foi
interrompida adicionando DMEM suplementado com 10 % de SBF.
Apo6s a dissociagdo, procedeu-se mais uma lavagem com PBS 1x
seguida de centrifugacdo. Posteriormente, as células foram coradas com
Azul de Tripano (1:1 v/v) e contadas em camera de Neubauer. Células
viaveis e ndo viaveis foram contadas separadamente. Apds a contagem,
a viabilidade celular foi determinada transformando o nimero total de
células viaveis por esferoide em porcentagem.

4.6.3 Morfologia celular

A morfologia celular externa de cada condi¢do 3D foi avaliada
por microscopia eletrbnica de varredura (MEV). Para esta analise,
adaptou-se o protocolo seguido por Dorst e colaboradores (2014). Apos
11 dias de cultivo 3D, os esferoides foram transferidos para microtubos
e lavados duas vezes com PBS 1x. Apds, foram fixados com solucédo
FIX (paraformaldeido 4 % + glutaraldeido 2,5 %) por 30 min, seguido
de duas lavagens com PBS 1x. Posteriormente, adicionou-se tetroxido
de 6smio por 1 hora (protegido da luz), seguido de 4 lavagens com agua
destilada. Apds, os esferoides foram submetidos a desidratacdo gradual
(80, 90, 96 e 100 %) em etanol diluido em agua destilada. Em seguida,
adicionou-se hexametildisilazano (HMDS) diluido em éalcool absoluto
(1:1) por 15 min. Apo6s, adicionou-se HMDS puro duas vezes de 15 min.
Por fim, os esferoides foram recobertos por HDMS puro overnight até
completa evaporacdo e apods, transferidos para uma membrana de
carbono adesivo, recobertos com particulas de ouro e analisados em
microscopio de varredura JEOL JSM-6390LV disponivel no
Laboratério de Microscopia Eletrénica (LCME) da UFSC.
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4.6.4 Diferenciacdo adipogénica

4.6.4.1 Quantificacdo de lipideos intracelulares no modelo de
cultura celular 3D

A quantificacdo dos lipideos intracelulares foi realizada pela
técnica de citometria de fluxo, usando o corante lipofilico NR. Para a
realizagcdo desta metodologia, seguiu-se o protocolo descrito por Shu-
Hui e colaboradores (2013), com modifica¢bes. Inicialmente, 16
esferoides de cada condicdo celular 3D foram transferidos para
microtubos, lavados com PBS 1x, dissociados por agdo enzimética e
centrifugados por 5 min a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
pellet foi fixado com formaldeido 2 % por 20 min a temperatura
ambiente. Procedeu-se mais uma lavagem com PBS 1x seguida de
centrifugacdo e entdo adicionou-se 1 pg/mL de NR por 30 min
protegido da luz. Mais uma lavagem seguida de centrifugacdo foi
realizada e o sobrenadante descartado. O pellet foi suspenso com 200 pL
de PBS 1x e o contetdo foi transferido para tubos especificos. A analise
foi realizada em citdmetro de fluxo FACS CANTO II, BD Biosciences,
disponivel no LAMEB/UFSC. As populagbes de células foram
analisadas por dot plots e histogramas com o auxilio do programa
Flowing 2.5 e consideradas da seguinte forma:

- Células ndo diferenciadas: NR negativo

- Células diferenciadas: NR positivo

4.6.42 Visualizagdo da diferenciacdo adipogénica por
microscopia confocal

A fim de visualizar a diferenciacdo adipogénica nos esferoides,
adaptamos o protocolo descrito por Weiswald e colaboradores (2010).
Para isso, esferoides foram transferidos para microtubos, lavados duas
vezes com PBS 1x e fixados com paraformaldeido 4 % por 20 min a
temperatura ambiente. Ap6s, procedeu-se duas lavagens com PBS 1x e
adicionou-se 1 pg/mL de NR por 30 min protegido da luz. Em seguida,
duas lavagens com PBS 1x foram realizadas seguida da incubacdo dos
esferoides com DAPI, dilui¢do 1:1000 em PBS 1x por 10 min, protegido
da luz. Posteriormente, foram realizadas duas lavagens com PBS 1x e 0s
esferoides foram visualizados em microscopio confocal LEICA
DMI6000 B disponivel no LCME da UFSC. As imagens foram
adquiridas em objetiva de 20 x com 6leo de imersdo, com excitacdo de
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405 nm para DAPI e 488 nm para NR e analisadas utilizando o software
LAS AF Lite.

4.6.5 Perfil de liberacdo de "NO

Para analisar a liberagdo basal de mediadores inflamatorios em
cada condicdo 3D, o sobrenadante proveniente de um pool de 8
esferoides foi coletado no 11° dia de cultivo. As analises foram
realizadas determinando a concentracao de nitrito (NO,), um metabdlito
do éxido nitrico ((NO) em cada sobrenadante celular. Uma vez que, as
condi¢des 3D apresentaram numero total de células diferentes entre si,
os resultados de NO, foram normalizados pelo nimero total de proteinas
extraidas de cada condigao.

4.6.5.1 Extracdo de proteinas totais

A fim de realizar a extracdo de proteinas totais, 8 esferoides de
cada condigdo 3D foram transferidos para microtubos, lavados com PBS
1x e dissociados por acdo enzimética da tripsina. A agdo da tripsina foi
interrompida adicionando PBS 1x suplementando com 10 % de SBF. As
células dissociadas foram centrifugadas por 10 min a 1500 rpm. Ap6s a
remogdo total do PBS, as células foram lisadas com 120 pL de tampéo
RIPA contendo 10 mM de TrisHCI (pH 7,5), 150 mM de coloreto de
sodio, 1 % de Triton X-100®, 0,1 % de SDS, 1 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonil, 5 pg/mL de aprotinina, 1 pg/mL de pepstatina e 1
pug/mL de leupeptinina, homogeneizadas em vortex e incubadas por 30
min a 4 °C. Ap6s a lise celular, as amostras foram centrifugadas a 7000
rpm por 10 min a 4 °C sendo utilizado o sobrenadante.

A dosagem de proteinas totais foi realizada pelo método
colorimétrico descrito por Lowry e colaboradores (1951) com algumas
modificacdes. A reacdo baseia-se na reducdo de cobre (Il) quando em
contato com proteinas presentes na amostra. A formago do complexo
proteina-cobre (I) reduz uma mistura de &cidos fosfomolibidico e
fosfotunguistico (reagente de Folin-Ciocalteau) formando tungstato e
molibdato e produzem um composto de coloracdo azul. Esta reacdo
pode ser lida em espectrofotdmetro apés 30 min da adicdo dos
reagentes.

Para esta metodologia, foi utilizada uma curva padréo através da
diluigdo de uma solucdo estoque de albumina sérica bovina (BSA) em
agua destilada. Um volume final de 20 pL de sobrenadante da cultura de
esferoides foi utilizado neste experimento, sendo diluido, quando
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necessario, em 4agua destilada. Apds a adicdo das amostras, foi
adicionado uma solucdo cupro alcalina (160 pL) contendo 4 % de
carbonato de sddio, 0,2 M de hidroxido de sodio, 1 % de sulfato de
cobre e 2 % de tartarato de sédio e potassio em todos 0s pogos (branco,
padrdes e sobrenadante celular) por 10 min. Em seguida, adicionou-se o
reagente Folin-Ciocalteau na diluigdo 1:4 em PBS 1x (16 pL) em todos
0s pogos por 30 min com agitacdo constante e protegido da luz. Apds,
foi realizado a leitura em 750 nm e a concentracdo de proteinas nas
amostras foi obtida através de regressdo linear.

4.6.5.2 Determinacdo de ‘NO

A determinacdo de ‘NO foi realizada utilizando o método
colorimétrico descrito por (GRIESS, 1879). A reagdo determina a
concentracdo de NO, que é proporcional ao ‘NO presente no
sobrenadante celular, usando o reagente sulfanilamida 1 % (solugdo A)
em meio 4cido. O composto diazo, formado nessa reagdo, reage com o
cloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamina (NED — solucdo B) 0,1 %,
formando um composto rosa que pode ser quantificado por
espectrofotometria em um comprimento de onda de 540 nm entre 10
min e 2 horas. Para esta andlise, foi utilizado uma curva padrao, através
da diluicdo de uma solucdo estoque de nitrito de sédio (NaNO,) em PBS
1%, O reagente de Griess [solucdo A + solugdo B (100 pL)] foi
adicionado em todos os pogos (branco, padrdes e sobrenadante celular).
Para este experimento, foi utilizado 100 uL do sobrenadante da cultura
de esferoides de cada condicédo 3D.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo de
ensaios realizados em duplicata ou triplicata em dias alternados. A
andlise estatistica foi realizada pelo programa Graphpad Prism®,
utilizando a andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguida do p0s-
teste Bonferroni e Dunnett’s ou, t-Student ndo pareado para comparagao
com grupo controle. A significancia estatistica foi considerada em
p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 DIFERENCIACAO DE PRE-ADIPOCITOS 3T3-L1
UTILIZANDO MODELO 2D

O protocolo de diferenciacdo adipogénica da linhagem de pré-
adipdcitos foi estabalecido em modelo 2D. Para induzir a adipogénese,
0s pré-adipdcitos 3T3-L1 foram submetidos ao MDI e ap6s 7 dias, as
células diferenciadas foram coradas com OR ou NR e visualizadas em
microscopio de luz ou fluorescéncia.

Durante a fase de proliferacdo, os pré-adipocitos 3T3-L1
apresentam morfologia semelhante a fibroblastos (Figura 9 A). No
entanto, quando expostos a um meio hormonal especifico, estas células
reiniciam o ciclo celular, sofrem expansao clonal e entram na fase de
diferenciacdo terminal, apresentando alteracdo da morfologia e
armazenamento de lipideos intracelulares, como demonstrado na Figura
9 B. Neste trabalho, os lipideos foram visualizados em vermelho na
microscopia de luz, apds a coloracdo com OR (Figura 9 C) e, em verde,
na microscopia de fluorescéncia, apos a coloragcdo com NR (Figura 9 D).
Ainda, nesta Ultima andlise, a marcagdo com DAPI proporcionou a
visualizacdo do nucleo das células.
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Figura 9: Diferenciacdo adipogénica da linhagem 3T3-L1

A B

(A) Pré-adipdcitos. Aumento de 200x (B) Pré-adipdcitos diferenciados em
adipdcitos. Aumento 200x (C) Pré-adipécitos diferenciados em adip6citos
corados com OR. Aumento de 200x. (D) Pré-adipdcitos diferenciados em
adipdcitos corados com NR (verde) e DAPI (azul). Barra de escala: 50 pm.

5.2 CARACTERIZACAO DO MODELO 3D TIPO TECIDO
ADIPOSO

521 Formacéo e tamanho dos esferoides

Neste trabalho, propomos dois modelos de monoesferoides e trés
modelos de heteroesferoides. Todas as andlises foram realizadas
comparando os esferoides mantidos em meio controle (DMEM + 10 %
CS) com os esferoides submetidos ao MDI.
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Para que as células formem agregados Unicos com formato de
esfera, a aderéncia das células na placa deve ser impedida. Para isso,
uma camada de gel de agarose foi utilizada. A concentracdo de agarose
usada neste estudo foi de 2 % por ja ter sido testada nos experimentos de
cultura 3D de Saleh (2017). Além disso, conforme descrito no mesmo
estudo, a densidade celular utilizada foi de 1,2 x10* células/poco em
placa de 96 pogos.

Como pode ser observado na Figura 10 A e B, houve a formacao
de esferoides em todos os modelos testados, tanto na condicdo controle
guanto na condicdo MDI e ainda, o crescimento entre os modelos
ocorreu de forma homogénea.

Figura 10: Formac&do de mono e heteroesferoides

A Esferoides mantidos em meio controle B Esferoides submetidos ao MDI
: A
4 dias 7 dias 11 dias 4 dias 7 dias 11dias

3

3N

3N

Imagens representativas da formacdo de esferoides mantidos em meio controle
(A) e expostos ao MDI (B) no periodo de tempo analisado. Legenda: 3= 3T3-
L1; N= NIH/3T3; 3:J= 3T3-L1:J774; 3:N= 3T3-L1:NIH/3T3; 3:J:N= 3T3-
L1:J774:NIH/3T3. Barra de escala: 100um.
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O tamanho dos esferoides foi avaliado no dia 4, 7 e 11, através da
medida do didmetro (horizontal) de todos os modelos 3D. O perfil do
crescimento de cada condicdo (controle e MDI) est4 apresentado na
Figura 11 A e B respectivamente. Os resultados obtidos (Figura 11 A e
Tabela 3) indicam que alguns dos modelos esferoides mantidos em meio
controle apresentaram diminuigdo do tamanho. O monoesferoide
formado pela linhagem 3T3-L1 (3), por exemplo, foi o0 modelo que
apresentou 0 menor tamanho no 11° dia de cultivo. No entanto, o
modelo de heteroesferoide formado pelas linhagens 3T3-L1+J774 (3:J)
foi o Unico que apresentou caracteristica de crescimento no 11° dia de
cultivo. Adicionalmente, o heteroesferoide formado pelas trés linhagens
3T3-L1+J774+NIH/3T3 (3:J:N) apresentou 0 maior tamanho no 4° dia, e
manteve-se constante ao longo do tempo apresentando tamanho maximo
de 200,6 £ 21,66 um de diametro no 11° dia de cultivo.

A andlise do didmetro dos esferoides submetidos ao MDI (Figura
11 B e Tabela 4) indica que estes modelos apresentaram aumento do
tamanho quando expostos ao meio hormonal. O heteroesferoide 3:J:N
apresentava o maior didmetro no dia 4, no entanto, no dia 7, todos os
outros modelos exibiram tamanho semelhante a ele, com exce¢édo do
monoesferoide de NIH/3T3 (N), que foi o Unico modelo que ndo
apresentou aumento de tamanho quando exposto ao meio hormonal em
todos os dias analisados
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Figura 11: Representacéo grafica do didmetro dos modelos esferoides formados
em meio controle ou MDI

A
O3
M N
226
A 3
__ 200 i ______ W 3N
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Perfil de crescimento de esferoides mantidos em meio controle (A) e MDI (B).
Legenda: 3= 3T3-L1; N= NIH/3T3; 3:J= 3T3-L1:J774; 3:N= 3T3-L1:NIH/3T3;
3:J:N= 3T3-L1:J774:NIH/3T3. Dados expressos como média *+ desvio padrao,
n=3.
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Tabela 3: Diametro dos modelos esferoides mantidos em meio controle

Diédmetro (um)

Dia 4 Dia7 Dia 11

3 142,6 + 3,04 *** 130,6 + 6,04 *** 120,2 + 5,91 ***

N 163,5+ 9,85 *** y 158,5 + 3,11 ***y 159,1 + 6,60 *** y
3 159,7+485*** (3 1926+ 13,867¢ 187,2+9,28y 6
3:N 153,6 + 7,87 *** 145,5 £ 9,72 *** 138,2 £ 10,07 *** ¢

3:J:N  185,2+6,65 1849+ 12,14 200,6 + 21,66

Diametro dos esferoides controles no dia 4, 7 e 11. Dados expressos como
média + desvio padrdo, n=3. Andlise estatistica por ANOVA de uma via
seguido de pds-teste Bonferroni. *** (p < 0,001) em relagdo ao modelo 3:J:N no
dia4,7e1l;y(p<0,001) em relagdo ao modelo 3nodia4, 7 e 11; B (p <0,01)
em relacdo ao modelo 3 no dia 4; € (p < 0,001) em relacdo ao modelo N e 3:N
no dia 7; & (p < 0,01) em relagdo ao modelo N no dia 11; ¢ (p < 0,05) em
relacdo ao modelo N no dia 11. Legenda: 3= 3T3-L1; N= NIH/3T3; 3:J= 3T3-
L1:3774; 3:N= 3T3-L1:NIH/3T3; 3:3:N=3T3-L1:J774:NIH/3T3

Tabela 4: Diametro dos modelos esferoides submetidos ao MDI

Didmetro (um)

Dia 4 Dia 7 Dia 1l
3 141,2 + 6,00 *** 193,4 +6,42 183,8 + 6,89
N 162,9 + 3,37 *** ¢ 169,0 + 5,87 *** ¢ 170,2 £ 9,45 ** o
3] 160,9 + 9,89 *** ¢ 204,0 £ 6,33 ¢ 201,0 £ 6,43 060 B
3:N 1541+ 7,21 *** ¢ 196,8+ 7,11 ¢od 192,5 £ 4,75 oo
3::N  185,3%6,11 196,4 + 4,29 188,8 + 7,54

Didmetro dos esferoides submetidos ao MDI no dia 4, 7 e 11. Dados expressos
como média + desvio padrdo, n=3. Analise estatistica por ANOVA de uma via
seguido de pds-teste Bonferroni. *** (p < 0,001) em relagdo ao modelo 3:J:N no
diad e 7; vy (p <0,001) em relagdo ao modelo 3 no dia 4 ¢ 7; a (p < 0,05) em
relacdo ao modelo 3 no dia 4 e 11; ¢pd em relacdo ao modelo N no dia 7 e 11;
** (p < 0,01) em relagdo ao modelo 3:J:N no dia 11; B (p < 0,01) em relagdo ao
modelo 3 no dia 11. Legenda: 3= 3T3-L1; N= NIH/3T3; 3:J= 3T3-L1:J774;
3:N=3T3-L1:NIH/3T3; 3:J:N= 3T3-L1:J774:NIH/3T3.
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Da mesma forma, quando cada condi¢do foi comparada entre si
em funcdo do tempo (Tabela 5), o monoesferoide de 3T3-L1 e o
heteroesferoide de 3T3-L1+NIH/3T3 (3:N), foram os modelos que
apresentaram a maior reducdo de tamanho, 156 e 10 %
respectivamente, no 11° dia de cultivo 3D quando comparados ao
tamanho apresentado no 4° dia. No entanto, como observado na anélise
anterior, o heteroesferoide 3:J apresentou aumento no tamanho tanto na
condicdo controle quanto na condigdo MDI (17 e 25 % respectivamente)
e, 0 modelo 3:J:N, exibiu tamanho constante ao longo do tempo.

O MDI, de maneira geral, contribuiu com 0 aumento do tamanho
de alguns modelos esferoides ao longo do tempo (Tabela 6). O
monoesferoide de 3T3-L1 e os heteroesferoides de 3:J e 3:N foram os
modelos que apresentaram maior aumento no tamanho quando expostos
ao MDI. O monoesferoide de 3T3-L1, por exemplo, apresentou um
aumento de 30 % no 11° dia em relacdo ao 4° dia de cultivo 3D. Ainda,
é possivel notar que o monoesferoide de NIH/3T3 e o heteroesferoide de
3:J:N ndo apresentaram altera¢Ges significativas no tamanho tanto na
presenga quanto na auséncia do MDI

Tabela 5: Diametro dos modelos esferoides mantidos em meio controle em
funcéo do tempo

Didmetro (pm)

Dia 4 Dia 7 Dia 11
3 142,6 £3,049 1306+ 6,049 ** 120,2 + 5,919 ***
163,56+ 9,851 158,55+ 3,111 159,1 + 6,603
3 159,74+ 4857 1926+ 13,86 **  187,2+ 9,284 ***
3N 153,6+ 7,871 1455+ 9,727 138,2 + 10,07 *

3N 185246650 1849+ 12,14 200,6 + 21,66

Legenda: 3= 3T3-L1; N= NIH/3T3; 3:J= 3T3-L1:J774; 3:N= 3T3-L1:NIH/3T3;
3:J:N= 3T3-L1:J774:NIH/3T3. Dados expressos como média + desvio padréo,
n=3. Andlise estatistica por ANOVA de uma via seguido de pés-teste Dunnett’s.
* (p <0,05) ** (p < 0,01) *** (p < 0,001) em relagdo ao dia 4.
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Tabela 6: Didmetro dos modelos esferoides submetidos ao MDI em fungéo do
tempo

Didmetro (nm)
Dia 4 Dia7 Dia 11
3 141,246,003 1934+6427 * 183,846,896 **
N 162,9+3,375 169,0+5,871 170,2+9,459
3] 160,9+9,897 204,0+6,337 ™  201,0+6,437 **
3N 1941+£7219 1968+7,110** 192,544,752 **
3JN  1853+6,116 1964+4,298* 188,8+7,548

Legenda: 3= 3T3-L1; N= NIH/3T3; 3:J= 3T3-L1:J774; 3:N= 3T3-L1:NIH/3T3;
3:J:N= 3T3-L1:J774:NIH/3T3. Dados expressos como média + desvio padréo,
n=3. Analise estatistica por ANOVA de uma via seguido de pds-teste
Dunnett’s. * (p <0,05) ** (p <0,01) *** (p <0,001) em relagdo ao dia 4.

Adicionalmente, foi possivel analisar a influéncia do MDI no
crescimento dos modelos esferoides no 7° e no 11° dia de cultivo 3D. De
acordo com os resultados apresentados na Tabela 7, 0 monoesferoide de
3T3-L1 apresentou aumento no tamanho de 41,5 % no dia 7 € 53 % no
dia 11 quando comparado ao mesmo modelo mantido em meio controle,
ja o heteroesferoide 3:N, apresentou um aumento de 39 % quando
comparado ao modelo mantido em meio controle no 11° dia de cultivo.
De maneira geral, os resultados demonstram que o MDI contribuiu com
0 crescimento de todos os modelos esferoides com exce¢do do modelo
3:J:N que apresentou tamanho constante mesmo em condigéo controle.
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Tabela 7: Influéncia do MDI no crescimento dos modelos esferoides

Diametro (um) Dia 7

CONTROLE MDI
3 130,6 £ 6,04 193,4 + 6,42***
158,5 =+ 3,11 169,0 + 5,87**
3. 192,6 + 13,86 204,0 + 6,33
3N 1455+9,72 196,8 + 7,11%**
3N 184,9+ 12,14 196,4 + 4,29

Diametro (um) Dia 11

CONTROLE MDI
3 120,2 = 5,91 183,8 + 6,89***
N 159,1 + 6,60 170,2 + 9,45*
3 187,2 + 9,28 201,0 + 6,43*
3N 138,2 =+ 10,07 192,5 + 4,75***
3: N 200,6 + 21,66 188,8 + 7,54

Diametro dos esferoides mantidos em meio controle e MDI no 7° e 11° dia de
cultivo 3D. Valores expressos em média + desvio padrdo, n=3. Analise
estatistica por t-Student ndo pareado. * (p < 0,05) ** (p < 0,01) *** (p < 0,001).
Legenda: 3= 3T3-L1; N= NIH/3T3; 3:J= 3T3-L1:J774; 3:N= 3T3-L1:NIH/3T3;
3:J:N=3T3-L1:J774:NIH/3T3.

5.2.1 NUmero e viabilidade celular dos esferoides

A analise do nimero total de células (vidveis e ndo-viaveis) por
esferoide foi realizada através da quantificacdo celular no 11° dia de
cultivo 3D. Adicionalmente, foi determinada a porcentagem de células
viaveis em todos os modelos (Tabela 8 e Figura 12).

De maneira geral, 0 monoesferoide de NIH/3T3 foi o0 modelo que
apresentou o maior numero de células totais. Além disso, mesmo que o
nimero de células totais tenha diminuido se comparado com o total de
células plaqueadas para a formacdo dos modelos esferoides (1,2 x10*
células/poco), os modelos mantidos em condi¢cdo controle e MDI
apresentaram uma viabilidade média de 81,01 % e 8553 %
respectivamente. Adicionalmente, apesar de ndo significativo, pode-se
perceber que o MDI contribuiu com o aumento da viabilidade celular e
do nudmero total de células. O heteroesferoide 3:J, por exemplo,
apresentou uma viabilidade de 66,76 + 7,68 % na condicdo controle e
79,78 + 4,43 % na condi¢do MDI e, o heteroesferoide 3:J:N, apresentou
uma viabilidade de 76,87 £+ 15,17 e 84,49 + 8,33 % na condigdo controle
e MDI respectivamente.
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Tabela 8: Numero e viabilidade celular dos esferoides no 11° dia de cultivo 3D

Total/Controle Viaveis (%)
3 1730 = 500,2 80,63 = 4,77
N 3216 = 646,8 92.85+3,99
3 1084 = 109,6 * 66,76 = 7,68
3:N 2391 £ 1346 87,95+9.30
3:I:N 1162 =511,8* 76,87 = 15,17
Total/MDI Vidveis (%)
3 2490 = 1100 81,55+6,17
N 4446 = 1260 94,56 = 3,26
3 1711 £ 607,1 79,78 = 4,43
3:N 3732+ 1873 87,26+ 4,41
3:IN 1925 £ 804,1 84,49 £ 8,33

Legenda: 3= 3T3-L1; N= NIH/3T3; 3:J= 3T3-L1:J774; 3:N= 3T3-L1:NIH/3T3;
3:J:N= 3T3-L1:J774:NIH/3T3. Valores expressos em média + desvio padrao,
n=3. Analise estatistica por ANOVA de uma via seguido de pods-teste
Bonferroni. * (p < 0,05) em relagdo ao modelo N da condicéo controle.

Figura 12: Viabilidade celular dos esferoides no 11° dia de cultivo 3D
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O gréfico apresenta a porcentagem de células vidveis em todos os modelos
esferoides mantidos em meio controle ou MDI respectivamente. Dados
expressos em média + desvio padrdo, n=3. Analise estatistica por ANOVA de
uma via. Legenda: 3= 3T3-L1; N= NIH/3T3; 3:J= 3T3-L1:J774; 3:N= 3T3-
L1:NIH/3T3; 3:J:N=3T3-L1:J774:NIH/3T3.
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5.2.2 Morfologia celular

A estrutura superficial de cada modelo 3D foi avaliada por
microscopia eletrénica de varredura ap6s 11 dias de cultivo, conforme
ilustrado na Figura 13.

De maneira geral, tanto os modelos esferoides formados na
condicdo controle quanto na condicdo MDI exibiram uma superficie
rugosa, sendo possivel a visualizagdo das células. Apenas 0s
monoesferoides de 3T3-L1 e NIH/3T3 formados na condicdo controle,
apresentaram uma superficie um pouco mais lisa. Além disso, o maior
aumento da microscopia eletrdnica de varredura permitiu observar a
intensa conexdo entre as células em todas as condi¢des e também a
presenga de estruturas em forma de fibras principalmente no
heteroesferoide 3:J:N da condigéo controle e no monoesferoide 3T3-L1
submetido ao MDI. Além disso, este Ultimo apresentou formato mais
irregular e menos compacto.
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Figura 13: Anélise morfolégica dos esferoides por microscopia eletrdnica de
varredura

A Controle MDI
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X230 100pm LCMEWFSC LCMEUFSC

LCME-UFSC

Diferencas na morfologia externa de cada modelo de esferoide 3D mantido em
meio controle (A) ou submetido ao MDI (B). Legenda: 3= 3T3-L1; N=
NIH/3T3; 3:J= 3T3-L1:J774; 3:N= 3T3-L1:NIH/3T3; 3:3:N= 3T3-
L1:J774:NIH/3T3.

v LCMEUFSC

5.2.3 Diferencia¢do adipogénica
5.2.3.1 Quantificacdo de lipideo intracelular
A quantificacdo de lipideos intracelulares foi realizada por

citometria de fluxo utilizando o marcador fluorescente Nile red (NR).
Exclusivamente para esta metodologia, células cultivadas em modelo
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2D e ndo diferenciadas foram usadas como controle negativo. A Figura
14 apresenta o0s histogramas das células na condicdo 2D ndo
diferenciadas e na condigdo controle e MDI 3D, dos cinco modelos de
esferoides analisados. Além disso, o gréafico representativo da
porcentagem de células NR positivas de cada modelo em cada condicéo
também esta apresentado. Ap6s a aquisicdo das células no citbmetro de
fluxo, o total de eventos adquiridos em cada modelo foi ajustado para
5000 eventos. A porcentagem de fluorescéncia foi obtida através da
andlise estatistica fornecida pelo programa Flowing 2.5.
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Figura 14: Perfil de
positivas
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Representagdo em histogramas do perfil de marcaco com Nile red das células
em monocamada e provenientes de esferoides em condicdo controle e MDI
respectivamente. Representacdo grafica da porcentagem de células Nile red
positivas. Andlise estatistica por t-Student ndo pareado, n=3. Legenda: 3= 3T3-
L1; N= NIH/3T3; 3:J= 3T3-L1:J774; 3:N 3T3-L1:NIH/3T3; 3:3:N = 3T3-
L1:J774:NIH/3T3. NR: Nile red.

Nesta metodologia, surpreendentemente, os modelos esferoides
mantidos em condigdo controle apresentaram diferencia¢do adipogénica.
Sendo assim, ndo houve diferenca significativa no percentual de células
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NR positivas entre a condigdo controle e MDI (Figura 14). No entanto,
foi observado que os modelos de heteroesferoides promoveram aumento
no percentual de células NR positivas quando comparados aos modelos
de monoesferoides (Tabela 9). O heteroesferoide de 3:J, por exemplo,
apresentou um aumento no percentual de células NR positivas tanto na
condicdo controle quanto na condicdo MDI de 28 e 1,7 x
respectivamente, quando comparado com o monoesferoide de 3T3-L1.
Ja o heteroesferoide de 3:J:N da condicdo controle, exibiu aumentou de
3,5 x no percentual de células NR positivas quando comparado ao
monoesferoide de 3T3-L1 e 2 x quando comparado ao monoesferoide de
NIH/3T3. Com esses resultados é possivel inferir que a co-cultura
estimula a diferenciacdo adipogénica da linhagem de pré-adipdcitos e
fibroblastos.

Tabela 9: Porcentagem média de células diferenciadas/Nile red positivas

Nile red positivo (%)
Controle MDI
3 21,57 1,59 *** 3497+436*
N 36,75+ 10,17 ** 2458 £8,13 **
3:] 60,39+8,10 59,75+ 585 ayy
3N 5997+11,13 a 53,31+3,63 00
3N 7573+1,70 60,74+ 10,39

Legenda: 3= 3T3-L1; N= NIH/3T3; 3:J= 3T3-L1:J774; 3:N= 3T3-L1:NIH/3T3;
3:J:N= 3T3-L1:J774:NIH/3T3. Dados expressos como média + desvio padréo,
n=3. Andlise estatistica por ANOVA de uma via seguido de pos-teste
Bonferroni. *** (p < 0,001) ** (p < 0,01) * (p < 0,05) em relagdo ao modelo
3:J:N; B (p <0,01) em relagdo ao modelo 3; a (p < 0,05) em relacdo ao modelo
3;vv (p <0,01) em relagdo ao modelo N; ¢ (p < 0,01) em relacdo ao modelo
N.

Adicionalmente, a intensidade média de fluorescéncia das células
marcadas com NR em todos os modelos de esferoides também foi
avaliada (Figura 15 e Tabela 10). Da mesma forma, como observado na
andlise anterior, os heteroesferoides das condicdes controle e MDI
apresentaram maior intensidade média de fluorescéncia do que os
modelos de monoesferoides.
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Figura 15: Intensidade média de fluorescéncia de mono e heteroesferoides
mantidos em condigdo controle ou submetidos ao MDI
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Os graficos representam a intensidade média de fluorescéncia dos cinco
modelos esferoides mantidos em condi¢do controle ou submetidos ao MDI.
Andlise estatistica por t-Student ndo pareado, n=2.

Tabela 10: Intensidade média de fluorescéncia de mono e heteroesferoides

Intensidade média de fluorescéncia

Controle MDI
3 13,89 + 7,70 1791 + 8,41
N 20,13 9,05 17,54 + 798
3] 32,55+ 628 32,524+ 1142
3:N 34,47 + 20,83 26 +11,36
3:I:N 47,99 + 16,02 32,85+ 749

Legenda: 3= 3T3-L1; N= NIH/3T3; 3:J= 3T3-L1:J774; 3:N= 3T3-L1:NIH/3T3;
3:J:N= 3T3-L1:J774:NIH/3T3. Dados expressos como média + desvio padréo,
n=2.
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5.2.3.2 Tamanho e granulosidade

A citometria de fluxo também permitiu avaliar caracteristicas de
diferenciacdo adipogénica avaliando o tamanho e a granulosidade das
células. A estratégia de gating partiu da analise do dot plot de pré-
adipocitos  (3T3-L1) cultivados em modelo 2D submetidos a
diferenciacdo adipogénica sendo estes, comparados aqueles mantidos
em condi¢do controle (Figura 16). A partir desta estratégia, os dot plots
de todos os modelos de esferoide foram analisados (Apéndice A).

Figura 16: Andlise do tamanho e da granulosidade de pré-adipocitos cultivados
em modelo 2D submetidos ou ndo a diferenciagdo adipogénica

Tamanho Granulosidade

0 0
Controle mDI Controle MDI

Representacdo em histogramas do tamanho e da granulosidade respectivamente
de pré-adipdcitos (3T3-L1) cultivados em modelo 2D mantidos em condigdo
controle (linha preta) ou submetidos a diferenciacdo adipogénica (linha verde).
Representagdo grafica do tamanho e granulosidade média de pré-adipécitos
(3T3-L1) cultivados em modelo 2D em condigdo controle ou MDI, n=1.
Legenda: FSC-A: tamanho; SSC-A: granulosidade.

Como pode ser observado na Figura 16, o MDI influenciou no
aumento do tamanho e da granulosidade dos pré-adipécitos 3T3-L1
cultivados em modelo 2D. Quando esta mesma andlise foi realizada para
0s cinco modelos esferoides mantidos em condicéo controle ou MDI
(Figura 17 e Tabela 11), percebe-se que, de maneira geral, ndo houve
diferenca no tamanho e granulosidade das células entre as condicfes
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controle e MDI. No entanto, nota-se que as células presentes no
monoesferoide de 3T3-L1 da condi¢cdo controle, apresentaram um
tamanho médio de 473,3, enquanto que as células presentes no
monoesferoide de NIH/3T3 apresentaram um tamanho médio de 335,3.

Figura 17: Anélise do tamanho e da granulosidade de mono e heteroesferoides
mantidos em condicdo controle ou submetidos ao MDI
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Representagdo em histogramas do tamanho e da granulosidade das células em
monocamada em condicdo controle (linha preta) e provenientes de esferoides
mantidos em condig&o controle (linha verde) ou submetidos ao meio MDI (linha
vermelha). Representacdo grafica do tamanho e granulosidade média de cada
modelo 3D em condigdo controle ou MDI, n=1. Legenda: 3= 3T3-L1; N=
NIH/3T3; 3:J= 3T3-L1.J774; 3:N= 3T3-L1:NIH/3T3; 3:3:N= 3T3-
L1:J774:NIH/3T3. FSC-A: tamanho; SSC-A: granulosidade.
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Tabela 11: Tamanho e granulosidade média das células em mono e
heteroesferoides

Tamanho (FSC-A) Granulosidade (SSC-A)
Controle MDI Controle MDI
3 4293 4733 289.,5 382,2
N 2929 3353 124.,6 154,0
3:] 294.6 333.5 436,1 377.9
3:N 266.3 298,2 262,0 251,9
3:J:N 2704 2899 416,1 305,7

Legenda: 3= 3T3-L1; N= NIH/3T3; 3:J= 3T3-L1:J774; 3:N= 3T3-L1:NIH/3T3;
3:J:N=3T3-L1:J774:NIH/3T3. Dados expressos como média, n=1.

5.2.3.3 Diferenciacéo adipogénica por microscopia confocal

A diferenciacdo adipogénica dos modelos esferoides mantidos em
condicédo controle ou submetidos a0 meio MDI também foi visualizada
por microscopia confocal, sendo possivel a visualizacdo do nucleo das
células corados em azul com DAPI, as goticulas lipidicas em amarelo
com NR, bem como, a sobreposicdo das imagens (Figura 18).
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Figura 18: Visualizacéo da diferenciagdo adipogénica por microscopia confocal
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Merge

A figura ilustra a marcacdo dos lipideos intracelulares em amarelo marcados
com Nile red e o nicleo das células presentes nos esferoides marcados em azul
com DAPI. (A) Esferoides mantidos em meio controle. (B) Esferoides
submetidos a diferenciacdo adipogénica. Imagens de projecdo maxima.
Legenda: 3= 3T3-L1; N= NIH/3T3; 3:J= 3T3-L1:J774; 3:N 3T3-L1:NIH/3T3;
3:J:N =3T3-L1:J774:NIH/3T3. n=2.

524 Perfil de liberacdo de "NO
A caracterizagdo dos modelos esferoides tipo tecido adiposo foi

finalizada apds a analise do perfil inflamatério das células presentes nos
esferoides.
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Para analisar o perfil inflamatorio das células foi determinado a
concentracdo de NO, (nitrito), proporcional ao ‘NO presente no
sobrenadante celular dos esferoides coletado ap6s 11 dias de cultivo 3D.
Os resultados obtidos nesta analise correspondem a produgdo basal de
‘NO pelas células, ou seja, ndo foram utilizados agentes estimuladores
nesta metodologia.

Pelo fato de os modelos esferoides terem apresentado numero
total de células diferentes entre si, os resultados de NO, obtidos foram
normalizados pela quantidade total de proteinas em cada modelo de
esferoide. Os resultados do teor de proteinas totais/esferoide estdo
apresentados na Figura 19 e Tabela 12. O sobrenadante celular utilizado
para a quantificagdo de NO, foi proveniente dos esferoides usados para
a quantificacdo de proteinas totais. As curvas analiticas e equacfes da
reta encontram-se no apéndice B deste trabalho.

Figura 19: Determinagdo de proteinas totais
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O grafico apresenta o teor de proteinas totais produzidas por cada modelo
esferoide em condicdo controle ou MDI respectivamente, ap6s 11 dias de
cultivo 3D. Andlise estatistica por t-Student ndo pareado. * (p < 0,05), n=3.
Legenda: 3= 3T3-L1; N= NIH/3T3; 3:J= 3T3-L1:J774; 3:N 3T3-L1:NIH/3T3;
3:J:N = 3T3-L1:J774:NIH/3T3.
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Tabela 12: Determinagdo de proteinas totais

Proteinas totais/esferoide (ug)

Controle MDI
3 359,3 +38.12 5309 £3492
N 4745 + 89.62 523.7£31.97
3:] 616.8 + 85,12 571.7=119.5
3N 444 .0+ 20,19 4779 +110,0
3:I:N 677.5+30.71 480.6 = 85,76

Legenda: 3= 3T3-L1; N= NIH/3T3; 3:J= 3T3-L1:J774; 3:N= 3T3-L1:NIH/3T3;
3:J:N= 3T3-L1:J774:NIH/3T3. Valores expressos em média + desvio padréo,
n=3.

Os resultados obtidos na determinagdo de NO, (Figura 20)
indicam que o heteroesferoide de 3:J:N foi 0 modelo que produziu maior
concentracdo de NO, em ambas as condigdes (controle e MDI), ndo
havendo diferengas entre si (1,7 + 0,2 vs 1,5 £ 0,1) (Tabela 13). Este
resultado sugere que o processo de diferenciacdo adipogénica que ocorre
no heteroesferoide 3:J:N é capaz de gerar um ambiente pré-inflamatério.
Sendo assim, o conjunto de resultados obtidos até 0 momento sugere a
formacéo de um modelo 3D in vitro tipo tecido adiposo que exibiu perfil
inflamatdrio sem a presenca de um mediador.
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Figura 20: Determinagdo de 'NO ap6s 11 dias de cultivo 3D
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Perfil de liberagdo basal de ‘NO no sobrenadante de esferoides mantidos em
meio controle ou submetidos ao MDI. Dados expressos como média + desvio
padrdo, n=3. Andlise estatistica por ANOVA de uma via seguido de pds-teste
Bonferroni. * (p < 0,05) em relagdo ao modelo 3:J:N; a (p < 0,05) em relagdo ao
modelo 3; B (p < 0,05) em relagdo ao modelo N; ¢ (p < 0,05) em relagdo ao
modelo 3:J:N. Legenda: 3= 3T3-L1; N= NIH/3T3; 3:J= 3T3-L1:J774; 3:N=
3T3-L1:NIH/3T3; 3:J:N=3T3-L1:J774:NIH/3T3.

Tabela 13: Determinacdo de ‘NO apés 11 dias de cultivo 3D

'NO (uM/ug de proteina)

Controle MDI
3 0,69 £ 0,28 0,30 + 0,09
N 1,73 £ 0,14 ** 0,20+ 0,13
3.7 0,76 £ 0,16 0,71 + 0,40
3:N 0,99+ 0,16 * 0,20+ 0,13
3:IN 1,74 £ 0,21 1,51 +0,12

Legenda: 3= 3T3-L1; N= NIH/3T3; 3:J= 3T3-L1:J774; 3:N= 3T3-L1:NIH/3T3;
3:J:N= 3T3-L1:J774:NIH/3T3. Valores expressos como média + desvio padrao,
n=3. Andlise estatistica por t-Student ndo pareado. * (p < 0,05) **p < 0,01.
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6 DISCUSSAO

O tecido adiposo (TA) é responsavel por regular uma variedade
de processos fisioldgicos no organismo e por essa razdo, deixou de ser
visto apenas como um reservatorio de energia e passou a Ser
reconhecido como um importante érgdo enddcrino. Por ser capaz de
alterar seu microambiente em funcdo da hipertrofia dos adipdcitos em
casos de obesidade, a disfuncdo desse 6rgdo estd diretamente
relacionada com a progressdo da sindrome metabdlica (CHOE et al.,
2016; COOKE et al., 2016). Desta forma, muitos estudos in vitro tém
focado no entendimento do microambiente do TA e sua relacdo na salde
e na doencga. Porém, a maioria desses estudos séo realizados em modelos
in vitro bidimensional (2D) que falham em recapitular a arquitetura
tridimensional (3D) e multicelular encontrada em tecidos vivos
(BRADLEY; FISHER; MARATOS-FLIER, 2008; LI et al., 2016;
SCHMID et al., 2005; SOUZA et al., 2003).

Neste trabalho, primeiramente estabelecemos o protocolo de
diferenciacdo das células 3T3-L1 em modelo 2D. Segundo o estudo
desenvolvido por Guo et al. (2009), o tempo de 48 h pds-confluéncia
promove inibicdo do crescimento celular por contato e esse fator é
fundamental para uma diferenciacéo adipogénica efetiva. Desta forma, o
protocolo estabelecido foi o de adigdo do MDI ap6s 48 h de confluéncia
com um tempo total de diferenciacdo de 7 dias. O mesmo protocolo foi
usado para a diferenciacdo das células no modelo 3D.

A diferenciacdo adipogénica foi confirmada por marcacdo dos
lipideos intracelulares com oil red O e Nile red. Tanto oil red O quanto
Nile red sdo empregados para a deteccdo de lipideo intracelular. No
entanto, o Nile red pode ser aplicado em células dissolvidas em meio
aquoso e sua fluorescéncia serd apenas detectada na presenca de
lipideos, enquanto que o oil red O, limita-se a dissolucdo em solventes
organicos, que podem influenciar na coloracdo e deteccdo dos lipideos
(FOWLER, STANLEY D. AND GREENSPAN, 1985).

Os modelos in vitro 3D utilizando a linhagem 3T3-L1 descritos
até entdo, apresentam-se em sistemas de mono ou co-cultura utilizando
duas (DAQUINAG; SOUZA; KOLONIN, 2013; DAYA; LOUGHLIN;
MACQUEEN, 2007; FISCHBACH et al., 2004; TURNER et al., 2014,
2015, 2017) ou trés linhagens para a formacdo do esferoide (RAMA-
ESENDAGLI et al., 2014), sendo que, este ultimo foi desenvolvido para
0 estudo do microambiente tumoral.

O TA in vivo estd em constante interacdo com uma variedade de
células e componentes da MEC que juntos sdo responséaveis pelas
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respostas celulares. Desta forma, é necessario que o microambiente in
vivo seja recapitulado in vitro de modo que as células possam responder
efetivamente a determinados estimulos. No entanto, modelos de co-
cultura 3D séo dificeis de serem estabelecidos. Como ja& mencionado, a
maioria dos estudos de co-cultura envolvem no maximo trés populagdes
de células, uma vez que o aumento do nimero de populaces pode
resultar em um sistema altamente complexo e instavel em relacdo as
interacdes moleculares (GOERS; FREEMONT; POLIZZI, 2014).

A linhagem de pré-adipécitos 3T3-L1 tem sido amplamente
descrita na literatura como modelo para o estudo da adipogénese
(FARMER, 2006; GUO et al., 2009; OTTO; LANE, 2005) enquanto
que, fibroblastos e macrdfagos, tém sido utilizados associados a
linhagem 3T3-L1 em modelos de co-cultura 2D para o estudo de vias
inflamatdrias e doencas metabolicas como o diabetes (NAKARAL et al.,
2012; SUBRAMANIYAN; KIM; HWANG, 2016; SUGANAMI,
NISHIDA; OGAWA, 2005). Além disso, em sistemas 3D, fibroblastos
conferem suporte ao modelo esferoide (AMANN et al., 2014; RAMA-
ESENDAGLI et al., 2014) enquanto que macrdéfagos sdo importantes
mediadores da diferenciacdo adipogénica (CHAZENBALK et al., 2011).

Desta forma, os modelos 3D desenvolvidos neste trabalho foram
criados baseado em um estudo tridimensional que utilizou uma
linhagem tumoral de melanoma associada a macrofagos e fibroblastos
(SALEH, 2017) para o estudo do microambiente tumoral. Sendo assim,
desenvolvemos e caracterizamos dois modelos de monocultura (3T3-L1)
e (NIH/3T3) e trés modelos de co-cultura (3T3-L1 + J774), (3T3-L1 +
NIH/3T3) e (3T3-L1 + J774 + NIH/3T3). Os esferoides foram obtidos
através da técnica de sobreposicdo liquida (LOT, do inglés liquid-
overlay technique) em placa de 96 pogos revestida com gel de agarose
na concentragéo 2 %.

Apos a formacdo do esferoide que ocorre no 4° dia de cultura
3D, a diferenciacdo adipogénica foi induzida, conforme o protocolo
estabelecido em modelo 2D. Adicionalmente, esferoides mantidos em
meio padrdo (DMEM + 10 % CS) foram usados como controle em todas
as analises. Sendo assim, permaneceram em cultura pelo mesmo periodo
de tempo daqueles expostos ao meio hormonal.

Ao final de 11 dias de cultura 3D, a estrutura dos esferoides se
manteve nos cinco modelos estabelecidos neste estudo e, em ambas as
condigdes, controle e MDI. De maneira geral, a tendéncia dos esferoides
mantidos em meio controle foi de diminuicdo do tamanho,
diferentemente dos esferoides expostos ao MDI.
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Desta forma, foi possivel estabelecer um modelo in vitro 3D tipo
tecido adiposo composto por adipdcitos, fibroblastos e macrofagos. Este
modelo de co-cultura 3D permitiu a diferenciacdo adipogénica e ainda
apresentou um perfil inflamatorio, sendo estas caracteristicas Uteis para
0 estudo dos processos envolvidos no desenvolvimento da obesidade,
podendo servir também como uma importante plataforma para o estudo
de possiveis novos compostos para o tratamento da obesidade.

Um dos modelos avaliados neste estudo foi o0 monoesferoide de
3T3-L1. Foi observado que a organizacdo 3D das células foi capaz de
induzir a auto-diferenciacdo da linhagem 3T3-L1 na condicdo controle,
embora a porcentagem de células Nile red positivas, a intensidade média
de fluorescéncia, o tamanho das células e a granulosidade tenham sido
relativamente menores quando comparadas com o monoesferoide da
condicdo MDI. Além disso, o monoesferoide da condigdo controle
apresentou uma diminuicéo de 15,6 % no tamanho ao longo dos 11 dias
de cultivo 3D, enquanto que a condi¢cdo MDI apresentou um aumento de
30 % no tamanho. Quando o crescimento do monoesferoide foi
comparado entre as condi¢Bes (controle e MDI), o aumento no tamanho
foi de 41,5 % no dia 7 e 53 % no dia 11.

Outro estudo 3D utilizando a linhagem 3T3-L1, também
demonstrou que a exposi¢do dos esferoides ao meio de diferenciacdo
adipogénica favoreceu o aumento no tamanho, quando comparados
aqueles ndo expostos. No entanto, para a criagdo do modelo 3D, os
autores utilizaram um polipeptideo associado a um polimero como
revestimento da placa de cultura. Neste estudo, os esferoides submetidos
a diferenciacdo adipogénica apresentaram aumento no tamanho de 39 +
2 um (3 dias apos a formagdo) para 133 + 10 um apos 11 dias de cultura
3D (TURNER et al., 2015). Daquinag et al., (2013) desenvolveram um
sistema 3D utilizando levitacdo magnética e também relataram aumento
no tamanho de monoesferoides de 3T3-L1 submetidos a diferenciacdo
adipogénica em relacdo aos controles.

No presente estudo, a diminuicdo do tamanho na condigdo
controle juntamente com o baixo nimero de células sugerem o aumento
da morte celular devido a falta de nutrientes. Segundo Stephan e
colaboradores (2011), a quantidade de glicose e soro disponiveis para as
células no ambiente 3D pode influenciar na capacidade de proliferacéo e
sobrevivéncia das células no modelo. Outra possibilidade seria a
inibicdo por contato exibida por pré-adipécitos quando ndo expostos ao
MDI, como observado por Rama-Esendagli e colaboradores (2014).

Apesar de a diferenciacdo adipogénica ter sido observada na
condi¢do controle, o MDI além de ter sido um estimulo adicional para o
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processo de diferenciacdo adipogénica, se mostrou importante para a
manutencdo do sistema. A suplementacdo do MDI (insulina + soro)
suporta a maior demanda por nutrientes requerida pelas células
diferenciadas (JACKSON et al., 2017). Além disso, outra diferenca
observada entre o monoesferoide de 3T3-L1 controle e MDI foi a
presenca de estruturas em forma de fibras através das imagens de
microscopia eletronica de varredura (MEV) na condicdo MDI. Embora
no presente estudo ndo tenha sido avaliado os componentes especificos
da MEC, estas estruturas ja foram descritas como formas de colageno
importantes para 0 processo de comunica¢do celular durante a
adipogénese (FISCHBACH et al., 2004). Além disso, de acordo com
Ruehl e colaboradores (2005) o colageno tipo XIV, um componente da
MEC ¢é expresso em tecidos diferenciados e é capaz de promover a
diferenciacdo de pré-adipdcitos em adipécitos.

Outro modelo avaliado neste trabalho foi o monoesferoide de
NIH/3T3. Apesar de ter sido 0 modelo que apresentou maior nimero e
viabilidade celular, o tamanho apresentado por este modelo foi pequeno
e constante. Isso pode ser explicado pelo intenso contanto entre as
células que contribuiu com a maior compactacdo do modelo. Estudos
tém relatado que além dos pré-adipécitos, fibroblastos também sédo
produtores de componentes da MEC como colageno e fibronectina
(AMANN et al., 2014; KURI-HARCUCH; ARGUELLO; MARSCH-
MORENO, 1984; METZGER et al., 2011) que além de contribuirem
com a diferenciacdo das células (RUEHL et al., 2005) conferem suporte
e compactacdo do modelo esferoide e contribuem para a formagdo de
uma superficie lisa como observado nas imagens de MEV. Além da
compactagdo, o tamanho reduzido do monoesferoide pode ser devido ao
pequeno tamanho das células pois, como observado nas andlises de
citometria de fluxo, as células presentes no monoesferoide de 3T3-L1 da
condicdo MDI por exemplo, apresentaram um tamanho médio de 473,3
enquanto que as células no monoesferoide de NIH/3T3 apresentaram um
tamanho médio de 335,3.

Apesar de ter apresentado um pequeno tamanho, o monoesferoide
de NIH/3T3 apresentou marcacdo positiva para Nile red, como ja
relatado na literatura (SHAO et al., 2013). Os autores demonstraram que
a linhagem NIH/3T3 foi capaz de se diferenciar em adipdcitos quando
exposta a0 mesmo meio hormonal usado para pré-adipdcitos 3T3-L1, no
entanto, a presenga do fator de transcrigdio C/EBPa ndo foi requerida
para o processo de diferenciacdo de NIH/3T3.

Adicionalmente, no presente estudo, pode ser observado que o
MDI parece ter uma discreta influéncia negativa na diferenciagdo destas
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células. Embora tenha contribuido com o aumento em didmetro deste
modelo, as andlises de citometria de fluxo mostraram que apesar de ndo
significativa, a porcentagem de células Nile red positivas € a intensidade
média de fluorescéncia foram menores no monoesferoide exposto ao
MDI guando comparado ao controle. Os dados obtidos sugerem que 0
MDI no modelo de monoesferoide de NIH/3T3 parece ndo ter
contribuido com o processo de diferenciagdo adipogénica.

No presente trabalho também foram desenvolvidos modelos de
heteroesferoides ou co-cultura 3D. Um dos modelos de heteroesfeoides
foi formado pela linhagem de pré-adipdcitos e macréfagos (3:J). Como
pode ser observado, este modelo apresentou aumento no tamanho tanto
na condi¢do controle quanto na condigdo MDI ao longo do tempo de
cultivo 3D (17 e 25 % respectivamente). O aumento no tamanho do
esferoide pode ser explicado em razdo do processo de diferenciacdo
adipogénica ocorrido neste modelo. De acordo com os dados da
citometria de fluxo, a co-cultura 3:J da condicdo controle apresentou
porcentagem de células Nile red positivas 2,8 x maior que a
monocultura de 3T3-L1. J& na condicdo MDI a porcentagem foi 1,7 x
maior. Resultados semelhantes foram encontrados na anélise da
intensidade média de fluorescéncia.

A alta porcentagem de células Nile red positivas encontrada em
ambas as condigdes (controle e MDI) pode ser justificada pela presenca
dos macrdéfagos. De acordo com a literatura, sistemas de co-cultura
contendo cultura primaria de macréfagos do tecido adiposo e células
tronco derivadas do tecido adiposo induzem a formacdo de novos pré-
adipocitos que exibem acumulo de lipideo intracelular e expresséo
génica de fatores relacionados a adipogénese (CHAZENBALK et al.,
2011). Além disso, os autores relataram que os pré-adipécitos formados
apo6s a co-cultura podem ter sido originados, em parte, a partir dos
macréfagos derivados do tecido adiposo. Sendo assim, sugere-se que
uma parte do percentual de células Nile red positivas encontradas no
modelo heteroesferoide 3:J pode ter sido originada a partir dos
macréfagos. Outra possivel explicacdo para o aumento do tamanho pode
estar relacionada com a presenca de espacgos internos nos modelos
esferoides. Embora ndo tenham sido realizada andlise da morfologia
interna neste trabalho, alguns estudos associam a presenca de espacos
internos no esferoide com a diminuicdo da proliferacdo celular e
consequente morte das células (GASKELL et al., 2016; SALEH, 2017;
STEPHAN; JOHNSON; ROBERTS, 2011). Os espagos internos
promovidos pela morte celular podem favorecer a reorganizacdo das
células remanescentes para uma darea com maior concentracdo de
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oxigénio (periferia) (GASKELL et al., 2016). Essa reorganizacdo pode
influenciar no aumento do tamanho dos esferoides que ndo
necessariamente esté relacionado com o aumento da viabilidade. Além
disso, mesmo que a porcentagem de células Nile red positivas tenha sido
semelhante entre a condigdo controle e MDI, o nimero e a viabilidade
celular do heteroesferoide 3:J da condigdo controle foi menor do que o
encontrado na condicdo MDI, sugerindo novamente a importancia deste
meio no suporte nutricional do sistema assim como observado para o
monoesferoide de 3T3-L1.

Levando em consideracdo a literatura e os resultados obtidos
neste modelo, é possivel sugerir que sistemas de co-cultura 3D contendo
macréfagos refletem as interagGes celulares encontradas no tecido
adiposo in vivo e podem ser bons modelos para o estudo de processos
relacionados a adipogénese.

O outro modelo de co-cultura envolveu pré-adip6citos e
fibroblastos (3:N). O conjunto de resultados obtidos a partir do
heteroesferoide 3:N controle, mostraram que este modelo apresentou
caracteristicas que também foram observadas nos monoesferoides, tais
como: diminuigdo do tamanho ao longo do tempo de cultivo, como
observado no monoesferoide de 3T3-L1 e nimero e viabilidade celular
semelhante ao observado no monoesferoide de NIH/3T3. Em relacdo ao
heteroesferoide 3:N da condi¢cdo MDI, foi observado um aumento de 39
% no tamanho ao final dos 11 dias de cultivo quando comparado a
condicdo controle do mesmo periodo. Além disso, foi observado
também que o percentual de células Nile red positivas foi 2 x maior no
modelo 3:N quando comparado ao monoesferoide de NIH/3T3 e,
embora ndo significativo, também houve um aumento em relacdo ao
monoesferoide de 3T3-L1. Como ja discutido, a diminui¢do do tamanho
do heteroesferoide em condigdo controle pode ter ocorrido devido a
maior compactacdo do modelo como pode ser observado nas imagens da
MEV, no entanto, ndo foi observado diminuigdo no ndmero e na
viabilidade celular neste modelo. Enguanto que o aumento no tamanho
pode estar relacionado ao processo de diferenciacdo adipogénica
ocorrido. Sendo assim, como demonstrado no heteroesferoide 3:J, o
sistema de co-cultura 3D promoveu uma maior interacdo entre as células
e resultou em respostas mais significativas em relagdo ao processo de
diferenciacéo adipogénica.

Outro modelo de heteroesferoide caracterizado neste estudo
envolveu a presenca das trés linhagens celulares, pré-adipdcitos,
macréfagos e fibroblastos (3:J:N). De acordo com os resultados, esse foi
0 Unico modelo que apresentou maior tamanho em diametro no 4° dia de
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cultivo. Além disso, a presenca ou auséncia do MDI nao influenciou no
tamanho deste heteroesferoide. Adicionalmente, observa-se que o MDI
contribuiu com o aumento do ndmero e da viabilidade celular neste
modelo, embora o monoesferoide de NIH/3T3 tenha apresentado
melhores resultados em relacdo a esta analise. Como ja discutido,
esferoides que apresentam tamanhos maiores podem apresentar espagos
internos promovidos pela morte das células.

De acordo com a literatura, o transporte de moléculas como o
oxigénio limita-se a esferoides com tamanhos entre 150 e 200 um (CUI;
HARTANTO; ZHANG, 2017; MEHTA et al., 2012). Neste trabalho, o
heteroesferoide 3:J:N apresentou tamanho maximo de 200,6 + 21,66 um
de didmetro e a porcentagem de células viaveis na condicdo controle e MDI
foi de 76,87 + 15,7 e 84,49 + 8,33 % respectivamente. Adicionalmente,
durante os 11 dias de cultivo 3D muitas células desagregaram-se do
esferoide e morreram, e isso refletiu na diminuicdo do ndmero total de
células.

Viabilidades semelhantes tém sido encontradas na literatura.
Amann e colaboradores (2014) desenvolveram um modelo 3D
utilizando linhagens de cancer de pulmédo de células ndo pequenas
associadas a fibroblastos e demonstraram que os monoesferoides
apresentaram viabilidade de 79 % apds 10 dias de cultivo enquanto que
heteroesferoides, dependendo da linhagem, apresentaram diminuigéo da
viabilidade de 82 para 76 % ap0s 10 dias. Outro estudo utilizando o
mesmo modelo, mas com células de cancer de mama, encontrou uma
viabilidade de 87 % ap6s 4 dias de cultivo (HO et al., 2012). Estes
resultados sugerem que os modelos desenvolvidos neste estudo refletem
a estrutura esferoidal encontrada na literatura, composta basicamente
por células em proliferacdo, localizadas na periferia do esferoide, células
quiescentes, mas que podem se tornar vidveis se expostas a nutrientes,
localizadas em uma regido intermediaria e, um centro necrotico,
composto por células com membranas e nlcleos desintegrados devido a
falta de nutrientes, privacdo de oxigénio e consequente hipoxia, bem
como actmulo de residuos téxicos e metabdlitos (CUI; HARTANTO;
ZHANG, 2017; HAMILTON, 1998; MEHTA et al., 2012; MUELLER-
KLIESER; FREYER; SUTHERLAND, 1986).

Embora alguns estudos apontem que o estimulo hormonal €
necessario para haver um significativo acimulo de lipideos nas
estruturas 3D (DAQUINAG; SOUZA; KOLONIN, 2013; FISCHBACH
etal., 2004; TURNER et al., 2015), nossos resultados demonstraram que
esferoides ndo expostos ao meio hormonal também apresentaram
diferenciacdo adipogénica, como pode ser observado nas imagens da
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microscopia confocal e, adicionalmente, os sistemas de co-cultura
apresentaram um percentual de células Nile red positivas e uma
intensidade média de fluorescéncia maior do que modelos de
monocultura. O modelo 3:J:N da condicdo controle, exibiu aumentou de
3,5 x no percentual de células NR positivas quando comparado ao
monoesferoide de 3T3-L1 e 2 x quando comparado ao monoesferoide de
NIH/3T3. Somado a isso, as imagens da MEV revelaram que este
modelo também exibiu estruturas em forma de fibras, semelhantes as
encontradas no monoesferoide de 3T3-L1 da condicdo MDI. Além
disso, apesar de os heteroesferoides formados por duas linhagens (3:J) e
(3:N) terem apresentado resultados semelhantes em relagdo ao nimero e
viabilidade celular bem como diferenciacdo adipogénica, o
heteroesferoide 3:J:N apresentou um perfil inflamatério maior.

Sabe-se que a hipertrofia dos adipdcitos em casos de obesidade
promove uma série de disfuncbes no tecido adiposo. O aumento da
infiltracdo de macréfagos e a elevada producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, por exemplo, promovem um estado de inflamac&o cronica
de baixa intensidade que pode desencadear o aparecimento de diversas
doencas. A producdo de ‘NO por macréfagos M1 (classicamente
ativados) mediada pelo aumento da expressdo da enzima iNOS também
esta relacionada a manutencdo do perfil inflamatério em casos de
obesidade (KUSMINSKI; BICKEL; SCHERER, 2016; OUCHI et al.,
2011).

Neste trabalho, o heteroesferoide 3:J:N foi o modelo que
apresentou maior produgdo basal de ‘NO (1,7 + 0,2 vs 1,5 + 0,1 pm/ug
de proteina) para o grupo controle e MDI respectivamente. Ou seja, 0
Unico estimulo para esta producdo foi o processo de adipogénese
ocorrido no modelo 3D, em ambas as condigdes. Segundo Fite et al.,
(2015) modelos de co-cultura (macréfagos e pré-adipocitos) liberam
quantidades significativamente maiores de ‘NO do que sistemas de
monocultura e, essa producdo aumentada, pode desencadear inibigdo da
sinalizacdo de insulina e do consumo de glicose (XIE et al., 2010). No
entanto, outros estudos relatam que o ‘NO pode estimular o transporte
de glicose através de um mecanismo diferente da via de sinalizagéo de
insulina (HIGAKI et al., 2001; TANAKA et al., 2003). Da mesma
forma, alguns autores apontam que o ‘NO pode promover a adipogénese
(PENINGTON et al., 2007), enquanto outros relatam que a producdo
deste mediador a partir de macréfagos pode comprometer a
diferenciacdo de pré-adipécitos (JANG et al., 2016).

Como discutido, as interagBes paracrinas e o cross-talk existente
entre os adipécitos e as células que compde o tecido adiposo é
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extremamente complexa e precisa ser mais bem compreendida. Desta
forma, a criacdo de plataformas mais robustas para o estudo do
microambiente do tecido adiposo tém se tornado muito importante. O
modelo 3D multicelular tipo tecido adiposo proposto neste estudo exibiu
um perfil inflamatorio e caracteristicas de diferenciacdo adipogénica na
presenca e auséncia de um meio hormonal e pode ser usado como um
modelo que mimetiza a obesidade in vitro, sendo uma plataforma util
para compreender os mecanismos moleculares e celulares envolvidos no
processo de desenvolvimento da obesidade bem como, para a busca de
potenciais novos farmacos para o tratamento da obesidade.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho podemos
concluir que:

- Foi possivel estabelecer um sistema in vitro 3D em condigdes
controladas utilizando 3 linhagens celulares;

- Apesar da reducdo do numero total de células, os modelos
esferoides apresentaram uma boa viabilidade celular;

- Modelos de co-cultura promovem a diferenciagdo adipogénica
mais efetivamente do que modelos de monocultura;

- O meio MDI se mostrou importante para a manutengio
nutricional e sustentacdo do modelo 3D.

- A estrutura 3D, juntamente com as interacBes célula-célula e
célula-matriz promovem a diferenciacdo adipogénica de modelos
esferoides que ndo sdo expostos a meio hormonal indutor;

- Heteroesferoides constituidos por 3 linhagens celulares além de
apresentarem diferencia¢do adipogénica com e sem estimulo hormonal,
ainda exibem perfil inflamatério;
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APENDICE A — Anélise dos esferoides por citometria de fluxo

Figura 21: Dot plots das células coradas com Nile Red em modelo 2D e 3D
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A) Dot plot e estratégia de gating da célula 3T3-L1 submetida a diferenciacéo
adipogénica em modelo 2D. B) Dot plots das condic6es controle negativo 2D e
de cada condicdo controle e MDI em 3D. Legenda: 3= 3T3-L1; N= NIH/3T3;
3:J=3T3-L1:J774; 3:N 3T3-L1:NIH/3T3; 3:3:N = 3T3-L1:J774:NIH/3T3.
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APENDICE B - Curvas de calibragio

Figura 22: Curvas analiticas - teor de proteinas totais e ‘NO
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A absorbéancia dos padrbes foi analisada em duplicata. O resultado expresso
refere-se a média de duas determinagdes.



