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RESUMO

Anteriormente, mostramos que a fragdo proteolitica P1G10 advinda do latex de V.
cundinamarcensis apresenta atividade antitumoral/antimetastatica sobre modelo de
carcinoma de mama 4T1 ao reduzir niveis de parametros inflamatérios, a
angiogénese e por aumentar a atividade intratumoral de macréfagos associados a
tumores (Tumor associated macropahges - TAMs). O objetivo deste estudo foi
investigar os mecanismos de ativagdo macrofagica promovidos pelo tratamento com
sub-fracbes de P1G10, CMS1 e CMS2, assim como, avaliar a habilidade das
mesmas em reduzir o peso de tumores e o numero de metastases pela modulagao
in vivo de TAMs. Primeiramente, mostramos que os niveis de ROS e de nitrito se
encontram, respectivamente, aumentados em 2 e 11 vezes, apos tratamentos com
CMS1 ou CMS2. Dosagens de citocinas realizadas, também, em culturas de
macréfagos mostram que CMS1 promove aumento dos niveis de IL-1B3 (586%), IL-6
(23%) e CCL2/MCP-1 (368%). A sub-fracdo CMS2 promove aumentos nos niveis
das respectivas citocinas na ordem de 1.3, 2.8 e 0.8 vezes maiores que 0s
encontrados pelo tratamento com CMS1. Os niveis de IL-12 estdo aumentados pelo
tratamento com CMS1 (180%) enquanto que os de TNF-a (88%) por CMS2. Por
outro lado, citocinas como VEGF, TGF- B e a atividade de MMP-9 se encontram
diminuidas em 53, 94 e 95%, respectivamente, pela exposigcdo dos macrofagos a
20pg/mL de CMS1 ou de CMS2. O tratamento de macréfagos com CMS2 foi capaz
de reduzir a viabilidade de células 4T1 (em até 57%) em modelo de co-cultura.
Apesar de CMS1, também, promover aumentos nos niveis de alguns mediadores
acima citados, nao foi capaz de induzir a atividade tumoricida em macréfagos.
Posteriormente, foram avaliadas diferentes vias intracelulares de ativacao
macrofagica que poderiam ser moduladas por CMS2, como NFk-B, COX-2, MAPKs
e Akt. Os resultados mostram que as vias ativadas nesses macrofagos foram as de
NFk-B e da Akt. Em modelo in vivo de carcinoma de mama 4T1, proteases de CMS2
(0,3 - 3,0 mg/kg, s.c) reduzem, em todas as doses avaliadas e apos tratamento por
22 dias, o peso dos tumores (31%) e o numero de metastases pulmonares(48%). A
dosagem de citocinas intratumorais mostra que o tratamento dos animais com CMS2
(3,0 mg/kg) promove diminuigdes nos niveis de IL-1B (31%), de TGF-( total (33%),
de VEGF (34%) e da atividade de MMP-2 (78%), ao passo que, aumenta os niveis
de IL-12 (25%) e nao altera os de TNF-q, IL-10 ou da atividade de NAG. Assim,
podemos concluir que CMS2 apresenta atividade antitumoral/antimetastatica, dentre
outros mecanismos, pela modulagdo da ativacdo de TAMs, uma vez que,
proporciona o desenvolvimento do fendtipo tumoricida, diretamente, por alteragdes
de vias intracelulares macrofagicas ou, indiretamente, pela alteragdo de mediadores,
os quais favorecem o desenvolvimento deste fendtipo.

Palavras-chave: Caricaceae, proteases, atividade antitumoral/antimetastatica,
macrofagos associados a tumores.



ABSTRACT

A proteolytic fraction (P1G10) from V. cundinamarcensis latex has
antitumor/antimetastatic activity on 4T1 breast carcinoma model by reducing
inflammation, angiogenesis and increasing tumor associated-macrophages (TAMs)
activity. The aim of this study was to investigate the mechanisms of macrophages
activation by P1G10 sub-fractions (CMS1 and CMS2) and the ability of these
proteins to reduce tumor mass and metastasis number by in vivo modulation of
TAM’s. First, was shown that the levels of nitrite and ROS were augmented in 2 and
11 times, respectively, after macrophage treatment with CMS1 or CMS2. Dosage of
cytokines levels in theses cultures, revealed that CMS1 increases levels of IL-1[3
(586%), IL-6 (23%) and CCL2/MCP-1 (368%). The sub-fraction CMS2 promotes an
increase of these same cytokines in 1.3, 2.8 and 0.8 times above the observed by
CMS1 treated macrophages. The levels of IL-12 were increased by CMS1 treatment
(180%) and TNF-a by CMS2 (88%). In the other hand, cytokines as VEGF, TGF- 3
and MMP-9 activity were diminished around 53, 94 and 95%, respectively, by
exposing macrophages to both sub-fractions. CMS2 was able to promote the
macrophage tumoricidal activity, as reduced 4T1 cell viability (57%) in a co-culture
model. Although, CMS1 augments the levels of these inflammatory mediators it was
not able to induce macrophage tumoricidal activity. After, was done analyzes of
intracellular signaling pathways, that could be stimulated in macrophages by CMS2
treatment, as NFk-B, COX-2, MAPKs e Akt. The results revealed that Akt and NFk-B
signaling are activated in macrophage by CMS2 proteins. After 22 days of treatment,
CMS2 (0.3, 1.0 or 3.0 mg/kg, s.c) reduce, in all doses, the tumor weight (31%) and
lung metastasis (48%) in 4T1 breast carcinoma model. The results shown that CMS2
(3.0 mg/kg), when compared to saline treated mice, decreases tumor levels of IL-13
at 31%, total TGF-B at 33%, VEGF at 34% and the activity of metalloproteinase-2 at
78% but increases IL-12 level at 25% and it wasn’t detected any alteration in levels of
TNF-a, IL-10, or NAG-activity. So, we can conclude that CMS2 shows
antitumor/antimetastatic activity, in some way, by modulation of TAMs while gives to
these immune cells ability to fight tumor cells, directly by alterations in intra-signaling
pathways or, indirectly, by cause alterations in the production of intratumoral
mediators that can promote macrophage tumoricidal phenotype.

Keywords: Caricaceae, proteases, antitumor activity, tumor associated-macrophage.
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1 INTRODUCAO
1.1 O cancer

Cancer € o nome dado a um grupo de mais de 100 doencgas, que séo resultado de
um crescimento desordenado de clones celulares, que invadem tecidos e 6érgéaos,
podendo atingir e acometer diferentes regides do corpo (metastase) (INCA, 2013).
Evidéncias indicam que a tumorigénese em humanos é um processo multifatorial,
caracterizado como um reflexo de alteragdes genéticas (mutagdes) que levam a
progressivas transformagdes de células normais em células de alta malignidade
(HANAHAN & WEINBERG, 2011). O conceito mais amplamente aceito basea-se na
idéia que o cancer seja uma doencga prevenivel, ou seja, apenas 5 a 10% de todos
os casos de cancer surgem devido a herangas de genes alterados ou por mutagdes
somaticas. Na maioria dos casos, 90 a 95%, o aparecimento do tumor esta
associado ao estilo de vida e a exposicdo a fatores ambientais com potencial
carcinogénico (AGGARWAL et al., 2009). As mutacdes genéticas e/ou as mutagdes
causadas pela exposi¢cdo ao tabagismo; etilismo; sedentarismo; alimentagdo e
obesidade culminam na ativacdo de proto-oncogenes (p.e: Ras ou Myc) ou na
inativacdo de genes supressores de tumores (p.e.: p53 ou Rb) (AGGARWAL et al.,
2009; HANAHAN & WEINBERG, 2011). Tais mutag¢des originam um vasto catalogo
genotipico de células tumorais, resultante de seis alteragcdes fundamentais da
fisiologia celular: a proliferagdo auto-suficiente; insensibilidade a sinais anti-
proliferativos; evasdo ao processo de apoptose; potencial de replicacao ilimitado;
manutengdo da angiogénese, da invasdo e metastase, que em conjunto
caracterizam o crescimento maligno (HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Funcionalmente, o desenvolvimento de tumores pode ser dividido em trés fases:
iniciagdo, promogao e progressao tumoral. A fase de iniciagdo leva a mudancgas
celulares irreversiveis e, como citado acima, € caracterizada por mudancas
genéticas como mutagbes pontuais, dele¢cdes e/ou amplificagdes génicas, e
rearranjos cromossémicos. Proteinas como ciclinas e as quinases dependentes de
ciclinas participam da regulagdo do ciclo celular e realizam suas acodes
principalmente nas transi¢des de fases durante as quais genes como p53 no caso
de alguma anormalidade celular desencadeiam o processo de apoptose. Contudo,
anormalidades nos genes de transcricdo para proteinas regulatérias alteram o ciclo
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e permitem que células modificadas escapem ao processo de apoptose
(GUIMARAES & LINDEN, 2004; RIVLIN et al., 2011).

A fase de promocédo tumoral se caracteriza pela sobrevivéncia e a expansao clonal
de células iniciadas. Com a expansdo do tumor surge o aumento da distancia de
difusdo do oxigénio e de nutrientes para algumas areas tumorais. A diminui¢cao de
niveis de oxigénio nos tecidos, fenbmeno denominado de hipoxia, ativa o fator
heterodimérico induzivel pela mesma (HIF do inglés, Hipdxia inducible factor) que
leva a transcricdo de genes que conjuntamente com outras proteinas, como a
angiopoetina-2 e o fator de crescimento para endotélio vascular (VEGF do inglés,
vascular endothelial growth factor) estimulam a formagdo de novos vasos A
angiogénese, ou processo de formagao de novos vasos, € um processo complexo,
essencial para o crescimento da massa tumoral, ao passo que garante a oxigenagéo
e o suprimento nutricional desse tecido. Para que o processo de angiogénese
acontecga sdo necessarios sinais tumorais promotores da proliferagdo e da migragéao
de células endoteliais, assim como, sinais para a diferenciagado destas em capilares
funcionais (BRAHIMI & POUYSSEGUR, 2006; RAJABI & MOUSA, 2017).

Simultaneamente aos eventos angiogénicos, outros de degradagdo e de
remodelamento da matriz extracelular (MEC) devem ocorrer, para que o tumor e a
rede vascular progridam, o que resulta na invasao de tecidos adjacentes e distantes
(metastase) caracterizando, assim, a etapa de progressdo tumoral (RAKOFF-
NAHOUM, 2006; SEYFRIED & HUYSENTRUYT, 2013). Os processos citados acima
sdo promovidos pela agado de proteases enddgenas produzidas, também, por células
tumorais (GILLES et. al, 2013). Existe uma grande variedade dessas enzimas, s&o
elas as metalo, aspartico, cisteino e serino proteases. Metaloproteinases (MMPs do
inglés, matrix metalloproteinases) sao ativadas em pH acido (entre 3,5 e 5,5) e,
portanto, em ambientes de hipoxia como o tumoral se encontram ativadas
(KESSENBROCK et al., 2010). MMPs promovem a proteolise pericelular de
componentes da membrana basal, e de outros substratos (LOFFEK et. al, 2011), e
assim, facilitam a migracdo e invasdo de células transformadas (GILLES et. al,
2013).

Atualmente, sabe-se que as propriedades autonémicas de células tumorais sao

necessarias, porém, nao sao fatores que por si s6 promovem a tumorigénese.
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Estudos realizados nos ultimos 20 anos solidificam o conceito de “semente e solo”
proposto por Steven Paget ns década de 80. Sendo assim, o desenvolvimento
tumoral e de malignidade é resultado de um processo que envolve a presencga de
células transformadas (semente) e de células n&o-transformadas que ser&o o “solo
fértil” no qual as “sementes” irdo germinar (JUNTTILA & de SAUVAGE, 2013; TSAI
et al., 2014).

Fibroblasto

Células imunes .
associado a tumores

Célula tumoral

Pericito

Vaso linfatico

Vaso sanguineo

Complexo Vascular

ILUSTRAGAO 1: A origem e a influéncia da heterogeneidade do microambiente para o
desenvolvimento de tumores. A formacao tumoral envolve a co-evolugdo de células neoplasicas,
estromais e imunes, juntamente com a matriz extracelular e o endotélio-vascular (adaptada de
JUNTTILA & de SAUVAGE, 2013).

O conceito de heterocelularidade tumoral basea-se no fato de que o tumor é
composto por ceélulas transformadas e por outras, como células endoteliais;
musculares lisas; fibroblastos e células pertencentes ao sistema imune, que co-
evoluem e alteram a matriz extracelular que os rodeia dando origem ao

microambiente tumoral que nada mais é que o “solo fértil” mencionado por Steven
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Paget. Consequentemente, sera ele, o microambiente tumoral capaz ou ndo de
favorecer o desenvolvimento de tumores ao interferir de forma a promover ou inibir
os diferentes processos de malignidade tumoral (JUNTTILA & de SAUVAGE, 2013;
TSAl et al., 2014).

1.1.1 Céancer e o microambiente tumoral inflamatério

Virchow, em 1863, foi quem primeiramente descreveu a presenga de leucocitos em
tumores humanos instigado, na época, pelo surgimento de massas tumorais em
locais previamente inflamados (TRINCHIERI, 2012).

Atualmente, sabe-se que na presenca do tumor citocinas e fatores quimiotaticos,
semelhantes aos produzidos em processos inflamatoérios fisiolégicos, sejam
responsaveis pelo recrutamento de leucécitos para tecidos transformados (MUNN,
2017). Contudo, durante a progressao neoplasica os controles normais que regulam
a inflamacgao estido violados, sendo que, o tumor cria um ambiente propicio para o
seu desenvolvimento o qual na auséncia de uma intervencao terapéutica, raramente,
ira regredir (GRIVENNIKOV et al., 2010). Dessa forma, leucécitos, citocinas e
quimiocinas presentes no microambiente tumoral sdo capazes de modular as
interacdes entre células tumorais e estromais. As fungdes dos leucdcitos e de
mediadores inflamatdrios, como citocinas e quimiocinas, no contexto tumoral seréao
descritas a seguir e, assim, fornecerdo evidéncias das atividades destes elementos

sobre o desenvolvimento e a progressao tumoral.

Estudos em animais confirmam que citocinas desempenham um papel fundamental
na associacao entre a inflamagéo crénica e carcinogénese. Nesse sentido, varias
citocinas séo descritas como sendo fatores de crescimento para células pré-maligna,
ao impedirem a apoptose e induzirem a sobrevivéncia e a proliferagdo dessas
células, além de serem capazes de promover a angiogénese; a invasdo e a
formacdo de metastases. Em adi¢cdo, alguns oncogenes ativados em células
tumorais (p.e.: Ras, Myc), podem promover a proliferacdo celular autonémica e
induzir a transcrigdo de programas sinalizadores que promoveréo o remodelamento
do microambiente tumoral. O remodelamento do microambiente ocorre, em parte,

devido a expressao de citocinas e quimiocinas que culminam no recrutamento de
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leucdcitos, e que em conjunto favorecem o crescimento do tumor (GRIVENNIKOV et
al., 2010; HANAHAN & WEINBERG, 2011; TSAI et al., 2014).

Sobretudo, quimiocinas classicamente denominadas como “inflamatoérias” possuem
papel em varios aspectos do processo de malignidade. Tais mediadores fornecem
estimulo direcionado para a migracédo de leucécitos, também, para tumores em
desenvolvimento. Células tumorais e estromais ativadas secretam citocinas e
quimiocinas inflamatérias, como por exemplo, VEGF; interleucina- 6 (IL-6);
interleucina-8 (CXCLB8/IL-8); interleunia-1 B (IL-1B); proteina quimioatraente para
mondcitos (CCL2/MCP-1 do inglés, monocyte chemoatractant protein) e fator de
necrose tumoral (TNF-a do inglés, tumor necrosis factor-a) que agem tanto
diretamente quanto indiretamente, na estimulacdo do endotélio vascular e no
recrutamento de leucécitos para o tecido tumoral. Nesse sentido, tem-se como
resultado um infiltrado tumoral inflamatério que é composto por células do sistema
imune inato, incluindo macréfagos; neutréfilos; mastdcitos; células dendriticas e
células “Natural Killer” (NK), e do sistema adaptativo como linfocitos T e B. Sendo
linfécitos e macrofagos as células imunes mais frequentemente encontradas (BEN-
BARUCH, 2002; DE VISSER et al., 2006; LIN & KARIN, 2007; JUNTTILA & de
SAUVAGE, 2013; TSAl et al., 2014).

De acordo com o conceito de imunoedi¢cdo, células neoplasicas editam o seu
repertorio de antigenos e, com isso, modulam a resposta anti-tumoral do hospedeiro.
Por outro lado, a resposta imune gerada pelo organismo molda a imunogenicidade
tumoral e, com isso, ocorre a selegcao de novos clones celulares. O balanco entre a
resposta imune anti- e pré-tumorigénica pode se tornar a favor do crescimento
tumoral, ou seja, ocorre a evasédo do tumor a agdo do sistema imune e, assim, a
massa heoplasica se forma. Posteriormente, pode ocorrer um equilibrio entre o
crescimento tumoral e a destruicdo de células neoplasicas, fato que levaria o tumor
a um estado estacionario ou de dorméncia. Apesar disso, acredita-se que células
tumorais possam editar o seu repertorio de antigenos para os de mais baixa
imunogenicidade e, assim, inclinar novamente o equilibrio a seu favor. Sabe-se que
as respostas anti- e pro-tumorigénicas coexistem nas diferentes fases do
desenvolvimento neoplasico, e que varios estudos levam a crer que sido as

condigdes do microambiente que ditam o equilibrio entre elas (GRIVENNIKOV et al.,
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2010; HANAHAN & COUSSENS, 2012; TSAI et al., 2014; PALUCKA & COUSSENS,
2016).

1.1.2 Macrofagos associados a tumores

Macrofagos sdo componentes do sistema reticuloendotelial, na sua maioria tem
origem mieldide, e pertencem a primeira linha de defesa imune de mamiferos
(KUMAR & MENON, 2013). Sdo células plasticas e versateis encontradas em
praticamente todos os tecidos de um mamifero adulto e apresentam papéis
importantes no desenvolvimento, homeostase, inflamacgao, reparacao tecidual e em
respostas imunes (WYNN et al.,, 2013). Tais células respondem a sinais do
microambiente, no qual se encontram, de forma a sofrer polarizagdes funcionais e
genéticas dando origem a dois extremos de polarizagdo (KURAHARA et al., 2011;
LIU & CAO, 2014). Assim, devido a sua plasticidade genética, macréfagos podem
ser classificados fenotipicamente como M1, ou classicamente ativados (M¢-Ca), e
M2, ou alternativamente ativados (M$-AA).

Macrofagos do tipo M1 desenvolvem esse fendtipo quando na presenga de IFN-y ou
de produtos bacterianos (LPS- lipopolissacarideos), assim passam a expressar altos
niveis de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12 e IL-23), moléculas
pertencentes ao complexo de histocompatibilidade (MHC- major histocompatibility
complex) e 6xido nitrico sintase induzivel (iINOS); e por isso, sdo capazes de eliminar
patogenos e células tumorais, e de promover resposta imune anti-tumoral (MURRAY
et al., 2014). Em geral, macréfagos apresentam atividade tumoricida apenas apos
ativacao. Uma vez ativados, a citotoxicidade direta ou indireta podem ser exercidas,
sendo que a ultima consiste na secrecao, por outros tipos celulares, de mediadores
que estimulam a atividade anti-tumoral. A citotoxicidade direta pode ser ainda,
subdividida em citotoxicidade tumoral macréfago-mediada (macrophage-mediated
tumour cytotoxicity - MTC) e citotoxicidade celular anticorpo-dependente (antibody-
dependent cellular cytotoxicity — ADCC). MTC envolve a liberagao de fatores de lise
por macréfagos, que resulta na morte de células neoplasicas (BINGLE et al., 2002).
Esse processo se caracteriza como lento, o qual pode se estender por até 3 dias, e
inclui a secregao de fatores toxicos como o TNF-a (URBAN et al., 1986), acrescido
de IL-1B, IL-6 (CHORIKI et al., 1989), serino-proteases, RNI (p.e.: 6xido nitrico) e
ROS (HIBBS et al., 1988; KELLER et al., 1990). ADCC é um processo dependente
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da presenga de anticorpos ligados a células tumorais e, assim, da expressao de
antigenos de superficie classificados como nao-préprios ou aberrantes. Esse
mecanismo de morte, embora rapido, é semelhante ao MTC ((BINGLE et al., 2002).

No outro extremo de polarizagdo, encontram-se os macrofagos do tipo M2 que sao
canonicamente induzidos, in vitro, pela exposicdo a IL-4, IL-10 e/ou IL-13.
Expressam baixos niveis do complexo maior de histocompatibilidade de classe I
(MHC 1l do inglés, major histocompatibility complex), de IL-12; de ROS e RNI, com
isso ndo possuem atividade citotoxica e s&o incapazes de apresentar antigenos. Em
contrapartida produzem altos niveis de citocinas anti-inflamatorias e/ou
imunosupressivas como IL-4, IL-10, TGF-B. Além disso, expressam receptores
“scavengers” e para manose (MRs), o que os torna capazes de eliminar debris;
secretam fatores de crescimento, produtos da via da arginase (ornitina e
poliaminas), que possuem atividade estimuladora sobre a proliferagdo celular, e
MMPs enzimas que favorecem a angiogénese e promovem o remodelamento
tecidual (BINGLE et al., 2002; LUO et al., 2006; SICA et al., 2008; BISWAS &
MANTOVANI, 2010; LIU & CAO, 2014; RHEE et al., 2016). Assim, macrofagos-M2
apresentam atividade anti-inflamatéria, habilidades para induzir resposta imune do
tipo Th2 e a diferenciagao de linfécitos T regulatérios (Treg) (JUHAS et al., 2015).

Marcadores macrofagicos como a expressao das proteinas FIZZ-1 (do inglés, Found
in Inflammatory Zone-1), Ym-1 e Ym-2 sdo, também, utilizados para identificagdo do
fendtipo M2 (SANSON et al, 2013). Fizz-1, também conhecida como fator
mitogénico induzido por hipoxia, tem sua expresséo suprimida na presenca de IFN-y
(RAES et al., 2002). Ym-1 ou "chitinase-like molecule”, proteina que tem afinidade
por carboidratos e por componentes da matriz extracelular, tais como
glicosaminoglicanos e sulfato de heparan, propriedades importantes para as
atividades de remodelamento e cicatrizagéo teciduais exercidas por macréfagos-M2
(ROSZER, 2015).

Estudos mais detalhados sobre as caracteristicas adotadas por macréfagos em
diferentes contextos levaram a identificacdo de trés sub-classes celulares de M2.
Macrofagos M2a ou "wound healing” sédo induzidos por IL-4 e/ou IL-13. A

estimulacdo com imunocomplexos somada a ativagdo de TLRs leva ao
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desenvolvimento do fendtipo M2b. Contudo, macréfagos quando expostos a
estimulos anti-inflamatérios como glicocorticoides, IL-10 ou TGF-3 se diferenciam na
sub-populagdo de macréfagos regulatorios ou ditos M2c (CASSETTA et al., 2011;
MANTOVANI et al., 2013; RHEE, 2016).

No contexto tumoral, macréfagos residentes ou mondécitos localizados na circulagao
periférica sdo estimulados e atraidos por citocinas derivadas do tecido transformado.
Durante a infiltracdo por esse tecido, macrofagos s&o expostos a um gradiente de
mediadores e de sinais advindos da perturbacdo da matriz extracelular que irdo
modular a atividade macrofagica. Apesar de macréfagos atuarem na primeira linha
de defesa imune, varios estudos mostram que na maior parte dos pacientes esse
tipo celular parece fazer pouco para a montagem de uma resposta antitumoral eficaz
(RHEE, 2016). Em resumo, isto ocorre por que muitos fatores produzidos por células
tumorais, incluindo IL-4; -6 e -10, fator de crescimento transformante-B (TGF-B do
inglés, transforming growth factor-3), prostaglandinas (PGs) e factor estimulante de
colonia para macréfagos (M-CSF, do inglés Macrophage colony-stimulating factor)
reduzem de forma incisiva a atividade citotoxica de macréfagos e a atividade
estimuladora desses sobre linfocitos bloqueando, assim, o sistema de defesa imune
do portador de cancer (MANTOVANI et al., 2008; HANAHAN & COUSSENS, 2012;
PALUCKA & COUSSENS, 2016).

Tais mediadores derivados de células tumorais sdo capazes de redirecionar a
atividade de macrofagos para que estes promovam direta ou indiretamente o
crescimento e a sobrevivéncia do tumor. Denominados de TAMs (do inglés, Tumor
Associated-Macrophages), quando no ambiente tumoral, macréfagos séo capazes
de promover a subversdo da imunidade inata e adaptativa, contribuindo ativamente
para a imunossupressao no tecido tumoral. Em adi¢cdo, a expressao de antigenos
tumorais com baixa imunogenicidade juntamente com a presenca de hipdxia e de
inflamacao cronica sio fatores que imprimem caracteristicas supressivas ao tecido
tumoral e dificultam a atividade tumoricida de TAMs, dando origem a um
microambiente que favorece o estabelecimento do fendtipo semelhante ao M2, ou
“M2-like” (MANTOVANI et al., 2013; RHEE, 2016).
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Uma caracterizagdo fenotipica que englobe todos os TAMs ainda deve surgir,
contudo, sabe-se que estes apresentam algumas caracteristicas de macrofagos
regulatorios, incluindo niveis elevados de IL-10 e baixos, ou ausentes, de IL-12. Em
adicdo, TAMs sao deficientes na producao de TNF-a e na atividade apresentadora
de antigenos caracteristicas de macréfagos "wound-healing”. Portanto, TAMs seriam
caracterizados como macrofagos pertencentes a um fendtipo intermediario entre os
dois sub-tipos de M2 citados acima (MOSSER & EDWARDS, 2008; FUKUDA et al.,
2012; RHEE, 2016). Sendo assim, TAMs seriam fontes importantes de mediadores
advindos do estroma capazes de ativar em células neoplasicas genes promotores
tumorais. Além disso, a intima relacdo de macréfagos com diferentes etapas do
desenvolvimento tumoral os torna capazes de promover o remodelamento tissular, a
angiogénese e a formacédo metastatica (CHEN et al., 2003; LEWIS & POLLARD,
2006; MANTOVANI et al., 2008; MANTOVANI et al., 2013).

1.1.3 Modulagdo do microambiente tumoral

Com base no conhecimento de como os tumores sido formados, diferentes
tratamentos de combate ao cancer tém sido propostos. Contudo, esses por muitas
décadas se limitaram a remocgao cirurgica, radiagdo, quimioterapia, hormonoterapia
e imunoterapia, que s&o utilizados de forma isolada ou em associagbes. O
tratamento quimioterapico constitui um enorme desafio para a medicina moderna
visto que, geralmente, atua no processo de divisao celular de forma n&o seletiva ou
que visa de maneira exclusiva as células tumorais. A classe de farmacos mais
utilizada é a dos agentes citotoxicos (alquilantes, antimetabolicos e antibidticos) que
atuam de forma a interromper a divisdo celular e desencadear o processo de
apoptose (KASIBHATLA et al., 2004). Os efeitos adversos associados ao uso da
quimioterapia citotoxica ocorrem devido a destruicdo de células saudaveis que
estejam em mitose, e incluem: toxicidade hematoldgica, gastrointestinal e cardiaca,
além de toxicidade hepatica, pulmonar, neuroldgica, vesical/renal e dermatolégica;
alteragdes metabdlicas e reagdes alérgicas e anafilaxia (ARAUJO et al., 2006).

Apesar da atual utilizagdo de quimioterapicos citotdxicos para o tratamento do
cancer existem poucos relatos da remissdo de tumores solidos a partir do uso
exclusivo destes farmacos. Uma hipotese para esta ineficacia seria o ritmo

acelerado das divisdes celulares que apresentam como subprodutos a instabilidade
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génica, com surgimento de mutagbes constantes, além da propria
heterogeneidade/celularidade tumoral. Devido ao baixo indice de cura e a tantas
outras limitagdes atribuidas ao uso de quimioterapicos, os elementos pertencentes
ao estroma tumoral como células n&o-transformadas, leucdcitos; e o processo
inflamatorio em si representam alvos alternativos para barrar o crescimento
neoplasico. Atualmente a idéia consiste na modulagdo ou no combate seletivo de
elementos pertencentes ao microambiente tumoral e, dessa forma, os tratamentos
quimioterapicos poderiam ser utilizados em menores doses, gerando menor
toxicidade, e com uma chance maior de sucesso na terapia de tumores resistentes
ao tratamento tradicional (HANNA et. al, 2009; JUNTTILA & de SAUVAGE, 2013;
TSAl et. al, 2014; YANG & ZHANG, 2017).

Hanna e colaboradores (2009) descrevem as células imunes como alvos de grande
interesse para o desenvolvimento de terapias de combate ao cancer. De acordo com
esses autores, a inabilidade da vigilancia imune em controlar processos neoplasicos
€ um importante alvo de pesquisas para a descoberta de caminhos que elevem a
imunidade natural do hospedeiro a ponto dessa ser capaz de promover o combate a

células tumorais e, assim, barrar a progressao tumoral.

Nesse sentido, a modulagdo de TAMs tem sido alvo de interesse para o
desenvolvimento de terapias antitumorais que sejam modificadoras da resposta
biolégica em seus diferentes niveis, atuando assim na quimiotaxia; na diferenciagao
e/ou na ativagcdo de macrofagos, e que seriam utilizadas em associagdo com
regimes de tratamentos citotoxicos (HEUSINKVELD & BURG, 2011; JUNTTILA & de
SAUVAGE, 2013; YANG & ZHANG, 2017).

1.2 A espécie Vasconcellea cundinamarcensis

Atualmente, a maioria dos farmacos em uso clinico ou s&o de origem natural, ou sdo
desenvolvidos por sintese quimica planejada a partir de produtos naturais. Dessa
forma, plantas; fungos; insetos; organismos marinhos e bactérias constituem fontes
importantes de substancias biologicamente ativas (BARREIRO & BOLZANI, 2009).
Neste sentido, a caracterizagdo bioquimica e farmacologica de fragées obtidas do latex
da espécie Vasconcellea cundinamarcensis tem sido realizada pelo nosso grupo de

pesquisa nos Laboratérios de Substdncias Antitumorais do Departamento de



28

Farmacologia e de Biologia Molecular de Produtos Naturais do Departamento de

Bioquimica e Imunologia, ambos do ICB, UFMG.

A espécie de mamoeiro, denominada até 2002 como Carica candamarcensis, trata-
se de uma planta nativa da costa oeste da América do Sul que pode ser encontrada
do Panaméa até o Chile em altitudes superiores a 1.000 metros (regido Andina)
(WALRAEVENS et al., 1999). Partes da planta estao ilustradas abaixo (llustragao 2).
Vasconcellea cundinamarcensis se apresenta como planta de tronco largo,
geralmente ramificado, que atinge comprimento maximo de 10 m. Na parte terminal
do tronco, ou nas extremidades de suas ramificagées, possui uma coroa compacta
de folhas. O fruto elipsdide possui cinco depressoes largas e longitudinais, mede de
5 a15 cm de comprimento sendo amarelo quando maduro (llustracédo 2B), e sua

polpa se apresenta delgada, aquosa, aromatica e comestivel somente apds o
cozimento (LEON, 1987).

ILUSTRAGAO 2: Vasconcellea cundinamarcensis. A — Inflorescéncias; B — Fruto maduro;
C - Frutos imaturos. Fontes: ecocrop.fao.org e fruitipedia.com - acesso em: 21/07/2017

O latex extraido dos frutos imaturos de V. cundinamarcensis é rico em cisteino
proteases de alta atividade proteolitica, além de possuir em sua composicao
carboidratos, vitaminas, sais minerais e peptideos de baixo peso molecular (BAEZA
et al., 1990; BRAVO et al., 1994). A partir da separagéo cromatografica do latex em
coluna Sephadex G10, sdo obtidos 2 picos, denominados P1G10 e P2G10, ambos
ricos em cisteino proteases. No entanto, a atividade proteolitica € mais pronunciada
na fracado P1G10 (BRAVO et al., 1994; GRAVINA et al., 1995).
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1.2.1 Atividades biolégicas e farmacoldgicas do latex de V. cundinamarcensis

Inicialmente, foi descrita a atividade mitogénica, in vitro, de fragbes provenientes da
separacao cromatografica de P1G10 (cromatografia de troca idnica) (GOMES et al.,
2005). Posteriormente, estudos in vivo demonstraram uma interessante capacidade
angiogénica (MELLO et al., 2006) e cicatrizante de P1G10 em modelos murinos de
dermoabrasdo (MELLO et al., 2006), de queimadura (GOMES et al., 2010) e de
lesdes excisionais (FREITAS, 2010) atividades que se mostram como dose
dependentes. A atividade cicatrizante pode entdo ser justificada pelas capacidades
mitogénica e angiogénica observadas, além da atividade proteolitica que
supostamente contribuiria para o debridamento da lesdo (MELLO et al., 2006;
GOMES et al., 2010). Estudos subsequentes evidenciaram as atividades protetora e
cicatrizante da fragdo em modelos de Uulceras gastricas agudas, induzidas pela
indometacina, e cronicas, induzidas pelo acido acético (MELLO et al, 2008;
ARAUJO e SILVA et al., 2015). Adicionalmente as atividades descritas, o tratamento
de animais com P1G10 mostrou ser capaz de modular o processo inflamatério
induzido por carragenina, ao reduzir o edema de pata nas doses de 5; 10 e 20
mg/kg, comparavel ou superior a de indometacina (2 mg/kg), e inibir o recrutamento
leucocitario peritoneal, em niveis semelhantes ao observado para dexametasona
(0,5 mg/kg) (CHRISTIANO, 2008).

Posteriormente, estudos farmacocinéticos utilizando a dose de 1 mg/kg por vias
endovenosa (e.v.), subcuténea (s.c.) ou oral (p.o.) foram realizados com P1G10-
tecnécio marcada (99mTc). As maiores relagdes de areas sob a curva (ASC) entre
orgaos e sangue (coeficiente de particdo — kp) apds administragdo por vias e.v. e
s.c., foram observadas nos 6rgaos relacionados a eliminagdo de farmacos, como
rins e bexiga. Essa observagdo corrobora os altos valores da constante de
eliminacéo (kel = 0,22% dose/mL/h), do volume de distribuicdo aparente (Vd = 0,082
mg X mL/% dose x kg) e do clearance total (Clt = 0,092 mg x mL/% dose x h x kg),
bem como o valor de meia-vida (T2 = 190 min). Por via s.c. a biodisponibilidade foi
de aproximadamente 100%. Ja para a via p.o., as maiores taxas de kp foram
encontradas nos orgaos do trato gastrintestinal, corroborando a baixa
biodisponibilidade por essa via (8,3%) (LEMOS et al, 2016). Trabalhos pré-clinicos

de toxicologia aguda em ratos foram realizados e foi possivel demonstrar que, para
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as vias intraperitoneais (i.p.) € s.c. apenas altas doses (acima de 50 mg/kg)
causaram morte dos animais em cerca de 30 minutos (LEMOS et al, 2016). Em
estudos toxicoldgicos subcrbnicos em ratos, utilizando administragdo oral, s6 se
observou o aparecimento de sinais toxicos para a dose de 300 mg/kg (SALAS et al,,
2010). Esses resultados demonstram a baixa toxicidade de P1G10 por via sistémica,
permitindo a execugédo de estudos pré-clinicos e clinicos com seguranga. Nesse
sentido, estudos clinicos de fase | para a atividade cicatrizante ja foram conduzidos
e revelaram a inocuidade da fracdo quando utilizada em peles integras de
voluntarios sadios (GOMES, 2009). Os estudos de fase clinica |l estdo sendo
realizados e visam avaliar a eficacia cicatrizante da fragdo em pacientes portadores

de lesbes cutaneas.

1.2.2 Proteases na oncologia e as atividades antitumoral/antimetastatica de

proteases de V. cundinamarcensis

Estudos clinicos sobre a utilizagdo de proteases na Oncologia vém sendo realizados
e aprovam a utilizagao de tais enzimas como farmaco principal ou adjuvante nessa
modalidade terapéutica. Misturas contendo papaina (protease advinda de Carica
papaya), tripsina e quimiotripsina apresentam eficacia clinica atuando como
supressores da disseminagao metastatica e melhoraram a qualidade de vida dos
pacientes ao aliviar efeitos adversos gerados por tratamentos convencionais
(LEIPNER & SALLER, 2000). O tratamento de animais com bromelina, cisteino
protease advinda de Ananas comosus, promove a remissdo de tumores murinos
como leucemia (P-388), sarcoma (S-37), carcinoma ascitico de Erhlich e carcinoma
pulmonar de Lewis (BAEZ et al., 2007). Uns dos primeiros trabalhos sobre a
atividade imunoldgica de Bromelina, descreve sobre o tratamento oral de pacientes
sadios e a elevada producdo in vitro de IL-1B, TNF-a, IL-6 e ROS, por
polimorfonucleares advindos dos mesmos (DESSER et al., 1993; ZAVADOVA et al.,
1995). Em mondcitos e linfocitos isolados de pacientes portadores de cancer de
mama e tratados com Bromelina (p.o.), observa-se a estimulagdo da citotoxicidade,
in vitro, dessas células sobre linhagens tumorais (ECKERT et al., 1999).
Posteriormente, outros trabalhos mostraram que tal protease pode exercer sua
atividade antitumoral por interferir, também, no microambiente inflamatério ao
modular a expressao de ciclooxigenase-2 (COX-2) (KALRA et al., 2008, BHUI et al.,



31

2009), de citocinas como TNF-qa, IL-1[3, IL-6 e da migrac&do de células inflamatdrias
para o estroma tumoral (CHOBOTOVA et al., 2010).

Semelhantemente a essas proteases, as contidas na fragado proteolitica P1G10
mostraram possuir efeito antitumoral e antimetastatico em diferentes modelos
animais. Na dose de 5 mg/kg, P1G10 reduziu em 89% e em 82% a massa tumoral e
0 numero de metastases em modelo de melanomas murinos B16F1 (DITTZ et al.,
2015) e B16F10 (DITTZ, 2011), respectivamente. O efeito
antitumoral/antimetastatico da fragdo foi atribuido a uma acao inibidora sobre a
angiogénese, ao reduzir a quantidade de hemoglobina e os niveis VEGF (DITTZ et
al., 2015) e as atividades anti-coagulante/ trombolitica da fragao (BILHEIRO et al.,
2013). Alem disso, P1G10 foi capaz de inibir a adesdo/migragédo, em componentes
da matriz extracelular (MEC), e induzir a apoptose in vitro da linhagem B16F10,
sendo a morte celular dependente da ativagdo de caspases (DITTZ et al., 2015).
Sub-fracbes denominadas de CMS1 e CMS2, obtidas pela separagao
cromatografica de P1G10 em coluna de troca i6nica (CM-Sephadex C-25), s&o
compostas respectivamente por 3 e 5 proteases, e foram avaliadas quanta a
citotoxicidade de células normais e tumorais. Os resultados mostram que CMS2 é a
sub-fracdo que possui citotoxicidade seletiva sobre células tumorais. Quanto as
atividades sobre a formacdo de metastases em modelos murinos de melanoma
(B16F10) e de colon (CT26.WT) CMS2 foi capaz de inibir, em ambos modelos
(75%), a formagao de pontos metastaticos sendo que a sub-fragdo CMS1 nao
apresentou tal atividade (LOPES et al, 2010). Dessa forma, CMS2 em experimentos
in vitro manteve os efeitos anteriormente descritos para P1G10 sobre a
adesao/migragao celular e apoptose (DITTZ, 2015). Estudos posteriores levam a
crer que CMS2 seja capaz de promover a diferenciacdo de células de melanoma

murino e, assim, reduzir a tumorigenicidade dessas células (LEMOS, 2014).

Ja descrevemos, também, a atividade antitumoral de P1G10 sobre o modelo de
carcinoma de Ehrlich tanto sdélido (3 mg/kg) quanto ascitico (5 mg/kg), com reducéo
de cerca de 68% e 40%, respectivamente, da massa tumoral e do numero de células
tumorais (VIANA, 2010). O efeito antitumoral da fracdo sobre o modelo de carcinoma
ascitico de Ehrlich esteve associado a uma possivel estimulacdo do sistema imune,

sendo observado um aumento dos leucdcitos circulantes; reducdo do numero de
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células da medula, aumento da proliferacdo de linfécitos esplénicos, assim como,
reducéo dos niveis de TGF- e de TNF-a no tumor (VIANA, 2010).

Utilizando o modelo de carcinoma de mama 4T1, modelo tumoral classificado como
inflamatorio (Dupré et al., 2007), a fragdo P1G10 na dose 1 mg/kg reduziu em mais
de 50% o peso dos tumores, efeito associado a redugdo da inflamagdo no
microambiente tumoral (BRAGA et al., 2013). Além disso, observou-se um aumento
da atividade de TAMs pelo aumento na atividade intratumoral da enzima NAG
(BRAGA et al., 2013). Experimentos in vitro elucidaram, pelo menos em parte, os
mecanismos pelos quais a fragao estaria promovendo sua atividade antitumoral.
P1G10 foi capaz de promover a atividade tumoricida de macrofagos sobre a
linhagem 4T1, no qual se observou uma reducgao (de até 61%) do numero de células
tumorais em co-cultura (BRAGA et al., 2013).

Acredita-se que o fenotipo de TAMs possa ser modulado por proteinas contidas na
fragdo P1G10, e que de alguma forma essa modulagao contribua para a atividade
antitumoral/antimetastatica da mesma. Contudo, ainda precisam ser realizados
estudos acerca dos mecanismos pelos quais proteinas contidas em P1G10 estariam
promovendo seus efeitos sobre macrofagos.
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2 JUSTIFICATIVA

Como fonte direta, ou como base para sintese, produtos naturais correspondem ao
total de 64% de todos os farmacos antitumorais atualmente utilizados (NEWMAN &
CRAGG, 2012). Apesar disso, a estratégia terapéutica para tratamento do cancer
consiste, em grande parte, no uso de substancias citotoxicas para as células
tumorais que, em geral, sdo téxicas também para as células sadias do hospedeiro.
Em estudos prévios foram demostradas a caracterizacdo bioquimica e atividades
farmacologicas de fragdes do latex de Vasconcellea cundinamarcensis. As cisteino-
proteases de alta atividade proteolitica, contidas em uma dessas fracdes, P1G10,
mostram atividade antitumoral e antimetastatica em diferentes modelos murinos, em
doses 10 vezes menores do que as que podem produzir algum efeito téxico sobre o
animal (LEMOS et al., 2016). A atividade antitumoral de P1G10 sobre melanoma
murino se mostrou mediada por efeito antiangiogénico e com menor relevancia, pelo
efeito citotéxico (DITTZ et al., 2013). P1G10 e sua sub-fragdo CMS2 promovem a
inibicdo da adesao a MEC e, consequente, apoptose em células de melanoma
murino metastatico (DITTZ, 2011). Em tumor ascitico de Ehrlich, verificamos que a
atividade antitumoral de P1G10 esta acompanhada do aumento de leucdcitos
circulantes (LOPES et al., 2010) e da atividade proliferativa de linfécitos esplénicos
(VIANA, 2010). Em relagdo a modulagdo da ativacdo de células inflamatodrias
promovida por proteases exdgenas, estd descrito que a ingestdo de bromelina
(proteases de A. comosus) foi capaz de induzir a atividade tumoricida de mondcitos,
advindos de pacientes portadores de cancer de mama (ECKERT et al., 1999). Ha
varios anos € sabido que macréfagos associados a tumores (TAMs) representam
alvo promissor no combate a doenga ao contribuirem positivamente para o
desenvolvimento e progresséo tumoral (MANTOVANI et al., 2008; YANG & ZHANG,
2017). Em modelo de tumor inflamatério de carcinoma de mama 4T1, observamos
que a atividade antitumoral de P1G10 leva a redugdo da inflamacédo, da
angiogénese e do aumento da atividade intratumoral de TAMs (BRAGA et al., 2013).
Nesse contexto, podemos sugerir que proteinas contidas em P1G10 possam
promover sua atividade antitumoral/antimetastatica, sem detrimento de outros

mecanismos, incluindo os ja descritos, pela modulagao do fendtipo de TAMs.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Estudar os mecanismos de sub-fragcbes, obtidas do latex de V. cundinamarcensis,
sobre a modulagdo do fendtipo de macréfagos que contribuiriam para a atividade
antitumoral/antimetastatica das mesmas.

3.2 Objetivos especificos

a) Em ensaios in vitro avaliar os efeitos das sub-fragées, CMS1 e CMS2, sobre:
- a capacidade tumoricida de macréfagos sobre a linhagem tumoral 4T1;

- a producao de marcadores tumoricidas (NO, ROS, IL-1B8, TNF-q, IL-6) e/ou da
ativagdo macrofagica (IL-12, CCL2/MCP-1), por macréfagos em cultura;

- a producdo por macrofagos em cultura, de marcadores pro-angiogénicos e
promotores da invasividade tumoral (VEGF, TGF- e MMP- 9);

- vias de sinalizagdo macrofagica envolvidas na produgédo de fatores tumoricidas
como PGs e via das MAPKs, Akt e NF-kB (Quantificacdo de proteinas COX-2, p-p38,
p-JNK, p-Akt e p65).

b) Em animais portadores do carcinoma de mama 4T1, avaliar os efeitos da(s) sub-
fragdo(des), biologicamente ativa(s), sobre:

- 0 desenvolvimento de tumores e de metastases pulmonares;

- 0s niveis de citocinas intratumorais envolvidas na modulagao fenotipica de TAMs
(IL-12, IL-10 e TGF-B);

- 0s niveis de citocinas pro-inflamatorias e angiogénicas (IL1-B, TNF-a, CCL2/MCP-1
e VEGF) e a atividade de MMPs presente no tecido tumoral;

- a atividade de macrofagos intratumorais (atividade de NAG);
- o fendtipo de TAMs (expressao de genes para MR, FIZZ-1 e Ym-1).

¢) Em animais inoculados concomitantemente com células tumorais 4T1 e M¢$-M2
(carcinoma 4T1/M2) demonstrar a importancia da modulagdo macrofagica para a
atividade antitumoral da(s) sub-fracéo(des) ativa(s).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais
4.1.1 Biolégicos

o Camundongos BALB/c fémeas entre 8 e 10 semanas— adquiridos do Centro
de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (CEBIO/ICB/UFMG) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

o Linhagem celular de adenocarcinoma de mama 4T1- adquirida da Colegéo
Americana de Tipos Celulares- American Type Culture Collection (ATCC).

o Linhagem celular de fibroblastos L929- adquirida do Banco de células do Rio
de Janeiro (BCRJ).

o Latex exsudado de frutos imaturos de Vasconcellea cundinamarcesis
originarios do Chile, fornecidos pelo Prof. Dr. Carlos Edmundo Salas Bravo do
Laboratério de Biologia Molecular de Produtos Naturais (ICB, UFMG, Belo

Horizonte, Minas Gerais, Brasil).

Todos os experimentos com animais foram realizados de acordo com as normas e
regulamentos da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), protocolo de
autorizagao n°® 219/2012 (Anexo A).

4.1.2 Reagentes e Solventes

Acido acético glacial P.A., Acido etilenodiaminotetra-acético - sal dissddico (EDTA),
acido cloridrico (HCI), alcool etilico absoluto, bicarbonato de sodio, cloreto de sodio
(NaCl), cloreto de potassio (KCI), fosfato monobasico de potassio, fosfato
monobasico e dibasico de sdédio, hidroxido de sddio, perdxido de hidrogénio -

Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Sao Paulo, Brasil.
Acido Citrico Monohidratado — Grupo Quimica, Rio de Janeiro, Brasil.

Alcool Metilico — Dinamica Quimica Contemporanea Ltda, Diadema, Sao Paulo,
Brasil.



36

Ampicilina sodica, Anfotericina B, Aprotinina, brometo de 3 (4,5-dimetiltiazol2-ila)-
2 ,5-difeniltetrazdlio ou sal de tetrazolio (MTT), BSA (Bovine serum albumin —
albumina bovina fragdo V em pd), CHAPS 3 - [(3-colamidopropil) dimetilaménio] -1-
propanossulfonato hidrato, Dimetil sulféxido (DMSO), Deoxicolato de sédio,
Estreptomicina, HEPES (acido N-(2-hridoxietil)-piperazino-N’-etaneusulfénico),
Histopaque 1083, NP-40, lodeto de propideo, Naftiletiienodiamino Dihidrocloridrico
(NEED), O-fenilenodiamina (OPD), p-nitrofenil-N-acetil-b-D-glicosamina, p-nitrofenol,
Persulfato de Aménio (APS), Reagente de Bradford, Sulfanilamida, Tris base (Tris
hidroximetil aminometano), TEMED (N,N,N',N-Tetramethylethylenediamine), Triton-X
100, Tween 20 ([2-(2'-amino-3'-metoxifenil)-oxanaftaleno-4-um] — Sigma- Aldrich, St
Louis, EUA.

Cloreto de Calcio — Reagen, Rio de Janeiro, Brasil.

Ketamina (Dopalen ®), e Xilasina (Anasedan ®) - Ceva Saude Animal Ltda.

Paulinia, SP, Brasil.
Nitrogénio liquido- White Martins do Brasil S/A, Contagem, Minas Gerais, Brasil.
Fosfato dibasico de sédio — Reagen, Rio de Janeiro, Brasil.

Glicina, Sodio Dodecil Sulfato (SDS) - Vetec Quimica fina Ltda, Duque de Caxias,
Brasil, RJ, Brasil.

Meio de cultura RPMI 1640 desidratado, Meio de cultura Dulbecco MEM (DMEM)
desidratado, Solugdo aquosa de tripsina (ATV) - Cultilab Mat.Cult. Cel. Ltda,

Campinas, Sao Paulo, Brasil.
Polimixina B (Sulfato) — InLab, Sao Luiz, Maranhao, Brasil.
Solugao de acrilamida 30% - Bio-Rad Laboratories, Hercules, Califérnia, EUA

Sonda fluorescente DCFH-DA (2', 7'-dichlorofluorescein diacetate) - Molecular

Probes, Eugene, Oregon, EUA.
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Substrato quimioluminescente para peroxidase — Luminata ® Forte Western HRP
substrate e ReBlot plus strong antibody stripping solution, 10x - EMD Millipore

Corporation, Billerica, Massachusetts, EUA.

Soro Fetal Bovino (FBS) - Gibco-BRL, Gaithersburg, Maryland, EUA.

Tinta nanquim — Keramik, Vinhedo, Sao Paulo, Brasil.

4.1.3 Principais solu¢cbes
4.1.3.1 Cultivo celular

Meio Dulbecco MEM (DMEM):

Meio DMEM desidratado (comercial).............ooeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeee 10,15 g
Bicarbonato de SOAIO ......couniieeiiee e 1,20 g
[ [T 1= PP 2,38 g
F AN g o] o] [T g F= TS To o [ [T T 0,10 g
EStreptomMICING .......cooeee e 0,10 g
F N g (o) (=Y (o[ = TN = 7 5,00 mg
AQUA dEIONIZAAA G.S.P. vttt 1,00 L

O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH 1 M. O meio foi esterilizado por filtragcdo em
membrana (0,22 pm).

Meio RPMI 1640:

Meio RPMI-1640 desidratado (Comercial) ............coovvviiiiiiiiiiiiiiiiee e eeeeeeeenenns 10,43 g
Bicarbonato de SOAIO .........iveniii e 1,20 g
[ 15T 1= PP 2,38 g
PN g o] o] [Tg F= =T Yo | [o = H PP 0,10 ¢
EStreptomicCing ......ccoooeeeeee e —————— 0,10 g
F N g (o) (=] (o[ = T = 7R 5,00 mg
Agua deioNiZAa G.5.D. c..oveeeeeeeeee ettt 1,00 L

O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH 1 M. O meio foi esterilizado por filtragado em

membrana (0,22 pm).
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Solugao corante de azul de tripan:
AZUI A€ FIPANO0.....eeeeiee e e 0,12 g
SOIUGE0 SAlINA 0,9% Q.S P euurreueiiiiiiie e e e e e e e e 30,00 mL

Tampao PBS pH 7,4:

Fosfato dibasico de sOdIO P.A. ... 1,159
Fosfato monobasico de potassio P.A. ... 0,25¢
L0101 =] (o 1o [=3K=To Yo L[ T 8,20 g
Cloreto de POLASSIO .. .coeviii i 0,20 g
AGUA ESHIAUA 0.8, P ettt ettt 1,00 L

O pH foi ajustado para 7,4 com solugdo de acido cloridrico 1 M e o tamp&o foi
esterilizado por autoclavacao a 120°C durante 40 minutos.

Tampao PBS/EDTA 1mM pH 7,4:

Fosfato dibasico de SOAIO P.A. ... e 1,15 ¢g
Fosfato monobasico de potassio P.A. ... 0,25¢
L0101 =] (I 0 [STK=To To | o T 8,20 g
(01 o] =1 (ol o [ oo £= 151 o 1N 0,20 g
D 1 PSP 1,37 g
AGUa deSHIATA G.8.D .. ecv e, 1,00 L

O pH foi ajustado para 7,4 com solugéo de acido cloridrico 1 M e o tampéo foi

esterilizado por autoclavacao a 120°C durante 40 minutos.

Tampao PBS/EDTA 5mM pH 7,4:

Fosfato dibasico de sOdio P.A. .. 1,15 g
Fosfato monobasico de potassio P.A. ... 0,25 g
L0101 (=] (o 10 [T Yo Lo | o T 8,20 g
Cloreto de POIASSIO .. .coeveii i 0,20 g
D 1 PSP 6,85 g

AQUA ESHIAAA 0.8, P ettt ettt 1,00 L
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O pH foi ajustado para 7,4 com solugéo de acido cloridrico 1 M e o tamp&o foi

esterilizado por autoclavacao a 120°C durante 40 minutos.
4.1.3.2 Experimentos com animais

Solugao Anestésica

(ST 7= 10 L= T O L T 10,0 mL
D1 E= VA b= T TSP 7,5mL
Solugao salina 0,9%

AQUA ESHIA0A GuS. P vttt 1,0L
Solugao de Tinta nanquim a 15%

B I ] =T 0 = T [ 11 o PP UPPPN 1,5mL

AQUA dESHIATA G.S.P .vveeeiee ettt 10,0 mL

Solucgao de Fekete, sol. descorante para tinta naquim

AICOOI 7090 et 100,00 mL
Formol tamponado (10%0) ....oooeieei e 10,00 mL
Acido acetico glacial ... 5,00 mL

4.1.3.3 Solugéao para avaliagao de morte celular, por citometria de fluxo

Solucgao Fluorescente Hipotdénica - HFS

(ToTo [=1 (o Je L= T8 o yo] o] [0 =T o T 5,00 mg
(03] (=1 (o o [ K10 Yo | o T 100,00 mg
110 10 G L PSSO 0,50 mL
Agua destilada 0.S.D. ...o.eeveeeeee e 100,00 mL

4.1.3.4 Solugbes para quantificagao de nitrito, pelo método de Griess

Solucédo A: Sulfanilamida 1,0% (p/v)
10 1= a1 =T 0 1o F= E RSP 100,00 mg
Acido fosférico 2,5% o 1K= o JR 10,00 mL
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Solucdo B: NEED 0,1%

Agua deioniZada G.S.P......vn e, 10,00 mL
4.1.3.5 Solugbes para quantificagao de citocinas, pelo método de ELISA

Solucgao para Extracao de Citocinas:

NN =T PSPPSR RPRP 0,40 M
TWEEN 20ttt e e e e e e e e e e e e e e e anreeaeaeeaaans 500,00 pL
B S A e e e e e e e e e e a e e e e e nanaaeeaeas 5,00 g
Fluoreto de Fenilmetilsulfonil (PMSF)..........oooiiiee e 17,00 mg
DIMSO oot e e e e e e e e e e e e e e aaaaas 100,00 uL
Cloreto de Benzetdnio 0,1 MM ... 44,80 mg
EDTA 10 MM. .ottt e e e e ee e e e e e 372,00 mg
Y o] o (11 = T2 0 T 20,00 pL
AQUa DEIONIZAAA G.S.P. ..ttt 1,00 L

Reagente diluente:

B S A 0,100 it e e e e e e s e raraaea e 40,00 mg
Tampao PBS €StEril..........oeee e 40,00 mL
Tampao de lavagem:

Polioxietilenosorbitanomonolaurato 20 (Tween20).........cccceeeevieiiiiiiiiiieeeninnns 650,00 uL
TAMPAO PBS.....oo e 1,30 L

Tampao de bloqueio:
B O A 10ttt a e e e e e ee e e e e e a— i ————— 0,40 g
Tampao PBS €SEIil..........eiiiiei e 40,00 mL

Tampao Citrato/Fosfato pH 5,0:

ACIAO CItFICO 0,1 M ..ot teneneas 24,3 mL
Fosfato s6dio dibasiCo 0,2 M. 25,7mL
Agua deioNiZAda 0.5.D....ccveeeieeeeeeeeee ettt e, 10,00 mL
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Tampao do substrato — OPD:

Tampao Citrato/Fosfato pH 5,0 ... 10 mL
L@ ] 5 RSP 4 mg
H202 (B0 V/V) ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e —————— 2 uL

Solugao para paralisagao da reacgao:
HoSO4 4.ttt 30,00 mL
AGUA dESHIA0A G.S. P vttt 10,00 mL

4.1.3.6 Solugbes para determinagcdo da atividade de metaloproteinases, pelo
método de Zimografia

Gel Concentrador (4%) — 1 gel:

Solucdo de Acrilamida 300, ....uuuuiiee e ————— 0,325 mL
Tris-HCI 0,5M, PH 6,8.....eeeieeeeceee e 0,625 mL
AQUE A IONIZATA. ..o 1,525 mL
1 1 T 0 YRR SRR 25,00 pL
APS T00. ettt e e ae e e e e ae e e e e e nnnes 12,50 uL
TEMED. ...t e e e e e e e e e aaaeeeaaaa 4,00 pL

Gel Separador (8%) — 1 gel:

Solucao de ACrilamida 300, ...uu e ———— 2,00 mL
Tris-HCI 1,5M, PH 8,8 e 1,875 mL
AQUE A IONIZATA. .........coeeceeeeee e 2,725 mL
Solugdo de gelatina (15mMg/ML).........uuiiiiiiiiiie e 0,750 mL
1 1 T 0 YRS PPPPRRPR 75,00 pL
APS 100 ettt e e ae e e e e ee e e e e e nnnes 75,00 uL
TEMED. ...t e e e e e e e e e aeaaaeeeeaaa 7,50 uL

Solugao corante:

Azul de Coomassie (CBB)..........couiiiiiiiie e e e e e e e e e eeaeeeeas 0,25¢
1YY = a T ) 125,00 mL
Acido aCEtICO GIACIAL..........c.e e, 50,00 mL

AQUA EIONIZATA. ...ttt 325,00 mL
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Solugao descorante:

1YY = 0 Lo ) N 40,00 mL
ACIAO @CELICO. ...ttt ettt et e et eeee e, 80,00 mL
AQUA EIONIZATA. .......ov et 880 mL

Tampao de lavagem:

TriS-HCI AM PHT7 4 ...t 10,00 mL
B0 T2 P REEEPPRRRPRR 5,00 mL
Agua destilada 0.S.D.....c.e e, 200,00 mL

Tampao de incubacgao:

TriS-HCIAM PH 7,4 e 10,00 mL
(7= 10 P | RO 2,00 mL
I F= T 0 ) 1Y PR 8,00 mL
ChaPS 0,020 ... it a e e e e 40,00 mg
AQUA dESHIA0A 0.S. ...ttt 200,00 mL

Tampao de corrida:

B I LS == T R 1,519
(€117 - USROS 7,20 g
] 1 TSSO 0,50 g
Agua destilada 0.S.D.....cue et 500,00 mL

4.1.3.7 Solugbes para eletroforese e Western Blotting

Tampao Tris-HCI 1,5 M pH 8,8
LI = 1T USRS 18,219
Agua deioniZada 0.5.D. c.ocvoeieeeeeeeeeee e, 100,00 mL

O pH foi ajustado para 8,8 com solugédo de acido cloridrico 10 M e, em seguida, o

volume completado com agua deionizada.
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Tampao Tris-HCI 1,0 M pH 6,8
B I L3 o= 1T 12,14 g
AgQUa dEIONIZAAA G.S.P. «.veeeeee ettt et 100,00 mL

O pH foi ajustado para 6,8 com solugédo de acido cloridrico 10 M e, em seguida, o

volume completado com agua deionizada.

Solugédo para o gel separador desnaturante 10% acrilamida

Solugdo aquosa de Acrilamida 30%0 ...eeeeeeuneiiiiee e 1,67 mL
Tampao Tris-HCI 1,5 MM pH 8,8, 1,25 mL
SDS 10% (P/V) ceeeeeeiiiee ettt e e e raeeas 50,00 uL
AQUA EIONIZATA. ...ttt 1,98 mL
Solucdo aquosa de APS 10% (P/V) oo 50,00 uL
TEMED ..o aa s 10,00 pL

Solugédo para o gel concentrador desnaturante 4% acrilamida

Solugao aquosa de Acrilamida 30% .......coevvuuiieeiiiiiie e 267,00 uL
Tampao Tris-HCI 1,0 MM pH 8,8, 250,00 uL
SDS 10% (P/V) ceeeeeeeeeeee et e e aa e raaeas 20,00 uL
AQUA EIONIZATA ...ttt 1,44 mL
Solucdo aquosa de APS 10% (P/V) coeeeeeeeeeecceee e 20,00 pL
TEMED ..ot e e e e e e e e e e aeaaaeeeaaan 5,00 uL

Tampao de corrida eletroforese desnaturante 5X (solugao estoque)

LIS 0= 1T U SUSERRPRPIN 15,10 g
L1 o g = 94,00 g
]I 1S TSP SSORPPPRRP 5,00 g
AGUA ESHIA0A G.S. P ettt ettt 1L

A solucédo de uso (1X) foi preparada no momento do uso por diluigdo 1:5 em agua
milli Q.
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Tampao de lise (RIPA buffer)

(01 0] =] (o 1o [=3K=To Yo L[ T 0,44 g
B IS o= 1 PP 0,30 g
DesoXicolato de SOAIO. .....uuuue e 0,25 ¢
NP-40 0U TritoN=-X 100 ....ouniieniii it e e e e e e e e e e e e e e et e ran e eanens 0,5mL
O D S e e e e e e e e e e e e ————ae e e e e ——aaeeeaaaaa—aaaaann 0,5¢g
AQUA dEIONIZAAA G.S.P. «veveeeeeeeee et e, 50,00 mL

Tris-Buffered Saline plus Tween 20 (TTBS)

L0101 =] (o 1o [=JK=To Yo | [ T 8,70 g
THIS DASE .. 24,20 g
TWEEN 20ttt e e e e e e e e e e e e e e e anraeaaeaeeans 500,00 uL
Agua deIONIZAAA G.S.D. . eoeeeeee ettt 1L

Solugao de bloqueio

Tampao de transferéncia

Metanol @DSOIULO.........ooiii e 100,00 mL
(€] 1o = PP PSPPSR 729
B I £ o= 1T 1,52 g
Agua deionizada 4.5.D. «..ceoveeeeeee et 500,00 mL

4.1.3.8 Solugées para a determinacao da atividade de N-acetil-B-D-

glicosaminidase (NAG), método colorimétrico.

Solugao NaCl a 0,9%:

AQUA dESHIA0A G.S. ...ttt 100,00 mL
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Solucgao para extragao - Triton X-100 a 0,1%:
B I 10 T TP 0 1,00 mL
SOIUGEO0 SAIINA @ 0,9% .S, P uuuieeeiiieeee et e e e e 1,00 L

Solucgao de p-nitrofenol para curva padrao:
p-Nitrofenol (PM= 139,19/MO)........ooemiiiiiiii e 0,02782 g
Tampao Citrato-Fosfato pH 4,5.......coooriiii e, 500,00 mL

Tampao citrato/fosfato pH 5:
Acido citrico a 0,1 M (Solug&o A)

Acido Citrico MONONIAratadO ...........c.eeveiee ettt 10,51 ¢

AQUA dEIONIZAAA GuS.P.. ettt ettt 500,00 mL

Fosfato de Sédio a 0,1 M (Solucao B)

Fosfato de sOdio dIDASICO ..........vvueeiiiiiiii e 710¢g

AQUA dEIONIZAAA G.S. Pttt 500,00 mL

Tampao citrato/ fosfato a 0,039 M pH 4.5:
Yo 18 o7 Lo 1 NSRRI 300,00 mL
SOIUGAO Bt 465,00 mL

p-nitrofenil-N-acetil-b-D-glicosamina a 2,24 mM:
p-nitrofenil-N-acetil-b-D-glicosamina..............cccoo e 0,77 mg

Tampao Citrato/fosfato..........ueeiiiiiii e 1,00 mL

Tampao Glicina a 0,2M pH 10,6:
Glicina a 0,8 M:

AQUA dESHIA0A G.S. ...ttt 250,00 mL

NaCl a 0,8 M:

AGUA dESHIA0A G.S. ...ttt 250,00 mL
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NaOH a 0,8 M:
NAOH. . e e e et e e e e e e e e et et e e e aaaaaaaaaeeeereaaaan 8,00 g
AQUA dESHIA0A G.S. ..ttt 250,00 mL

Tampao glicina:

GlICING @ 0,8M ... e 100,00 mL
NGCT A 0,8 M. .o e et 100,00 mL
N E 1O B WO T Y TR 100,00 mL

4.1.4 Kits, anticorpos e citocinas

Anticorpos primarios policlonais produzidos em coelhos: anti-COX-2, Abcam,
Cambridge, Massachusetts, EUA; anti- NFk-B (p65), Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, Texas, EUA; anti-p38 MAPK Total, anti-SAPK/JNK total e anti-fosfo-
SAPK/JINK (Thr183/Tyr185), CellSignaling, Danvers, Massachusetts, EUA.

Anticorpos primarios policlonais produzidos em camundongos: anti- Fosfo- p38
(Thr180/Tyr182), CellSignaling, Danvers, Massachusetts, EUA.

Anticorpos secundarios HRP- conjugados: anti- rabbit e Anti- mouse, Sigma-
Aldrich, St Louis, EUA.

Coquetel de inibidores para proteases - SIGMAFAST® Protease Inhibitor Cocktail
Tablets - Sigma- Aldrich, St Louis, EUA.

Interleucina-4 murina recombinante - Sigma- Aldrich, St Louis, EUA.
Kits de imunoensaios: Mouse IL-13, TNF-a, IL-6, IL-12, IL-10, TGF-B, VEGF e
CCL2/MCP-1 (DuoSet ® ELISA Development System) - R & D Systems,

Mineapolis, Minnesota, EUA.

Kit para a sintese de cDNA (High Capacity cDna Reverse Transcription Kits, 200
reactions) — Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA.



47

Kit para qPCR em tempo real (SYBR™ Green Master Mix) — ThermoFisher
Scientific, San Jose, Califérnia, EUA.

4.1.5 Equipamentos

Agitador Magnético modelo 252 - Fizatron Equipamentos Elétricos para

Laboratério, Sao Paulo, Brasil.

Balanca analitica Toledo — Gehaka Eletro-Eletrénicaltda, Sao Paulo, Brasil.

Bomba Aspirante modelo “H” - Nevoni Equipamentos Médicos e Odontolégicos,
Lapa, SP, Brasil.

Capela com fluxo laminar de ar ultra-filtrado - Veco do Brasil Industria &

Companhia de Equipamentos, Campinas, SP, Brasil.

Camera fotografica para microscépio Moticam 2500 - Motic Incorporation Ltd.,

Hong Kong, China.

Centrifuga refrigerada, Sorvall ST 16R, equipada com rotor para placas modelo M-
20; Leitor de microplacas, Multiskan GO - ThermoScientific, San Jose, Califérnia,
EUA.

Citdbmetro de Fluxo — FACscalibur Cytometer - Becton & Dickinson, San Diego
Califérnia, USA.

Estufa incubadora 37 °C, atmosfera controlada e contendo 5,0% CO; (v/v) — Nuaire

Equipaments, Pymouth, Massachusetts, USA.

Fluorimetro — Synergy™ 2 Multi-Mode Microplate Reader - BioTek, Winooski,
Vermont, EUA.

Fotodocumentador, ImageQuant™ LAS 4000 Biomolecular Imager - GE
Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido.
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Freezer a temperatura de -80 °C e Ultra-sonicador modelo FS-28H - Thermo
Scientific, San Jose, California, EUA.

Hemocitdmetro (camara de Neubauer) 0,0025 m2 x 0,100 mm de profundidade -
FORTUNA®, Berlim, Alemanha.

Medidor de pH modelo NT-PH2 - Novatécnica Equipamentos para Laboratoérios,
Piracicaba, SP, Brasil, equipado com eletrodo modelo V-620 C - Analion

Aparelhos & Sensores Ind. & Com., Ribeirao Preto, Sao Paulo, Brasil.

Microscépios opticos OLYMPUS BX451, OLYMPUS CX4IRE, OLYMPUS BX41,
OLYMPUS CX41. Metrimpex, Hungria.

Nanodrop NanoVue Plus Spectrophotometer - GE Healthcare, Little Chalfont,

Reino Unido.

Refrigerador ajustado a temperatura de +4°C; freezer a temperatura de —20°C —
Consul-Multibras Eletrodomésticos S/A, Sao Bernardo do Campo, Brasil.

Sistema de eletroforese, de transferéncia semi-seca e fonte de energia, Protein

Electrophoresis and Blotting — Bio Rad Laboratories, Hercules, Califérnia, EUA.

Termociclador — StepOnePlus® Real-Time PCR System — Applied Biosystems,
Foster City, California, EUA.

4.1.6 Diversos

Agulhas e seringas descartaveis - INJEX Industrias Cirurgicas, LTDA., Ourinhos,
Brasil.

Béqueres, Ehrlenmeyers, Funis, Pipetas graduadas, Provetas, Quitassatos, Baldes

volumétricos - Pyrex®, Cidade do México, México.
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Garrafas (25 e 75 cmz) e placas (6, 12, 24 e 96 pogos) de poliestireno para cultura
celular - KASVI, Curitiba, Brasil.

Insertes de poliéster para co-cultura - Corning® Costar® Transwell® permeable
supports, para placa de 12 pocgos, poro de 0,4 ym — Corning Incorporated, Nova
lorque, Nova lorque, EUA.

Material cirurgico (Pingas, tesouras e bisturis) - Procare — Cirargica, Belo

Horizonte, MG.

Membrana de PVDF (Fluoreto de polivinilideno), Immobilon®-P Membrane poro de

0,45um - EMD Millipore Corporation, Billerica, Massachusetts, EUA.

Microtubos de fechamento seguro de 500 e 1500 pL - Bio-Rad Laboratories,

Hercules, CA, EUA e Eppendorf, Hamburg, Alemanha.
Paquimetro digital - Mitutoyo ®, Suzano, Sao Paulo, Brasil.

Pipetadores automaticos com capacidade maxima de 2, 20, 200 e 1000 pyL -

FisherBrand, ThermoFisher Scientific, San Jose, California, EUA.
4.1.7 Programas computacionais

Software GraphPadPrism versdo 5.0 — GraphPad Software, La Jolla, California,
EUA.

Software BD Cell Quest® versao 5.1 - Becton Dickison, Franklin Lakes, Nova
Jersey, EUA.

Software Imaged versao 1.50i - National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
EUA.

Software ImageQuant™ versdo TL 8.1 - GE Healthcare, Little Chalfont, Reino
Unido.
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Software StepOnePlus® versdao 2.3 - ThermoFisher Scientific, San Jose,
California, EUA.

4.2 Métodos
4.2.1 Cultivo da linhagem 4T1

Células da linhagem 4T1 (adenocarcinoma de mama) foram descongeladas em
meio RPMI 1640 a 20% (v/v) de FBS e mantidas em estufa a 5% de CO; e 37°C
com atmosfera umida. No dia seguinte, o meio de cultura foi trocado por RPMI 1640
a 10% (v/v) de FBS e o crescimento acompanhado. Ao atingirem aproximadamente
90% de confluéncia, subcultivos das linhagens foram realizados para ampliagcdo da
cultura. Para isso, as células foram lavadas com a solu¢do de PBS/EDTA 1mM, pH
7,4 e posteriormente adicionou-se tripsina a 0,2% (v/v) para que estas se soltassem
da garrafa de cultivo. Quando as células apresentavam-se completamente

desprendidas, foi adicionado meio RPMI com 5% FBS para inativagéo da tripsina.
4.2.2 Obtengédo de macrofagos peritoneais

Animais BALB/C fémeas entre 8 e 10 semanas foram estimulados, por via
intraperitoneal, com 2,0 mL de tioglicolato estéril a 3% (p/v). Apds 3 dias, os animais
foram sacrificados para a realizacdo do lavado peritoneal. Para isso, no abdémen de
camundongos estimulados foi realizada uma incisdo (de 0,5 a1 cm), com auxilio de
pincas e tesouras estéreis, e introducdo de 10 mL de PBS estéril a 4°C. Apds
massagem vigorosa na cavidade abdominal a suspensao celular obtida foi coletada
com a utilizagcdo de pipetas de Pasteur, transferidas para tubos de fundo cénico
estéreis com capacidade para 15 mL e centrifugada a 2.500 rpm por 10 minutos a 4°
C (LEIJH et al.,, 1984). Em seguida o sobrenadante foi descartado, as células
suspensas em meio RPMI, para contagem em camara de Neubauer e ajuste da
densidade celular. Apds 2 horas de cultivo, tempo necessario para adesao dos
macrofagos, adicionou-se a cada cavidade PBS pH 7,4 seguido de aspiragédo com o
objetivo de remover células ndo aderentes. Esse procedimento de lavagem foi
realizado por mais 2 vezes, seguido do cultivo das células em RPMI a 5% (v/v) de
FBS por 24 horas.
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4.2.3 Teste do MTT

O ensaio do MTT € um teste de competéncia metabdlica baseado na avaliagado do
desempenho celular mitocondrial. Consiste na conversdo pela succinato
desidrogenase mitocondrial do corante amarelo, MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio) ou sal de tetrazolio, em formazan, composto roxo e
insoluvel em agua (MOSMANN, 1983). Em seguida, a solubilizagdo do formazan se
da pela adicdo de DMSO, e permite a correlagdo das leituras de densidade 6ptica
(D.O.), realizadas em 570 nm, com a quantidade de células metabolicamente

viaveis.

Neste trabalho o teste de MTT foi utilizado com o objetivo de se determinar a
quantidade de células 4T1 e de macrofagos viaveis em cultura (FERRARI et al.,
1990). Além disso, o mesmo teste foi utilizado para a construgédo das curvas D.O.
versus numero de macrofagos (Apéndice B — Figura 1 e 2), permitindo a corregao

dos niveis de nitrito, ROS ou de citocinas pelo numero de macréfagos viaveis.
4.2.4 Co-culturas e avaliagdo da atividade tumoricida de macrofagos peritoneais

Macrofagos obtidos apds estimulagdo com tioglicolato (item 4.2.2), foram cultivados
(3x105céls/pogo) em placas de 24 pogos e expostos a CMS1 ou CMS2 (10, 20 ou 40
ug/mL) por 24h. Apss esse periodo, os macréfagos foram lavados para retirada dos
tratamentos e a co-cultura realizada ao semear células 4T1 (10°céls/pogo) nos
respectivos pocos. No total, a co-cultura foi mantida por 40 h em meio RPMI 1640,
sendo que as ultimas 24h foram na auséncia de FBS, e em seguida, expostas ao
teste do MTT. Em paralelo, monoculturas de macréfagos foram realizadas, nas
mesmas condi¢cdes, expostas as sub-fracbes e ao MTT, e os valores de D.O.,
utilizados como controle do numero de macréfagos em co-cultura (FERRARI et al.,
1990). O teste do MTT foi realizado por 90 min, com adi¢do de 500ulL/pogo da
solugao de sal de tetrazolio (0,5mg/mL) em meio RPMI, e solubilizagdo do formazan
com 1mL de DMSO. A co-cultura com polimixina B foi realizada seguindo este
mesmo protocolo, sendo que a retirada e o cultivo dos macréfagos foram realizados

com RPMI 1640 acrescido de polmixina B na concentrac&o de 10ug/mL.
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Calculo da porcentagem de células 4T1 viaveis em co-cultura:
% Viabilidade 4T1 em co-cultura =

= (D.O. co-cultura — D.O. M¢s Tratados) x 100/ (D.O. co-cultura — D.O. M¢s

controle)
4.2.5 Co-culturas em trans-wells e avaliagdo de morte celular na linhagem 4T1

Macréfagos peritoneais, obtidos conforme item 4.2.2, foram cultivados no
compartimento superior de aparatos transwell (5x10°céls/pogo) e expostos por 24 h
a CMS2 (10 ou 20pg/mL) ou controle (RPMI 1640 a 5% FBS). Os insertes, com
poros de 0,4 um, contendo macréfagos foram transferidos para pogos contendo
células 4T1 previamente semeadas (1,5x10°céls/pogo) e a co-cultura, sem que
houvesse contato fisico entre os tipos celulares, mantida por 24h na auséncia de
FBS. Em seguida, as células 4T1 foram suspensas em 300 pL de solugéo
fluorocrédmica hipocrdmica HFS (do inglés, hypochromic fluorochrome solution). A
incubacgado das células com essa solugéo, leva a fragilizagdo da membrana celular
pela acdo do Triton X-100 e o choque hipotdnico provoca a lise da membrana
celular. O material nuclear se torna acessivel ao iodeto de propideo, que ira se
intercalar ao DNA nuclear. Ap6os 4 h de incubagédo a 4 °C, ao abrigo da luz, as
células foram analisadas no citdbmetro de fluxo FACscalibur (BD Biosciences, EUA).
Inicialmente, a populagdo celular foi delineada considerando o tamanho e
granulosidade caracteristica de cada linhagem celular, utilizando, como controle,
células tratadas com o veiculo (RPMI) e sem terem sido co-cultivadas com
macrofagos. As células normais apresentam o conteudo de DNA igual a 2n ou 4n,
dependo da fase do ciclo celular em que se encontram. Ja as células em apoptose
apresentardo conteudo de DNA menor que 2n (sub- dipldide), uma vez que os
fragmentos de pequeno peso molecular irdo deixar o interior do nucleo. A
fluorescéncia emitida dos nucleos foi analisada em histogramas, sendo o conteudo
de DNA sub-diploide definido por meio do programa Cell Quest (Becton Dickison,
EUA).

4.2.6 Quantificagdo de nitrito e de espécies reativas de oxigénio

Macrofagos peritoneais foram obtidos, conforme item 4.2.2, e cultivados em placas
de 96 pogos (1050éls/pogo) e expostos a CMS1 ou CMS2 (5-40 ug/mL) por 24h. Em
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seguida, macrofagos foram lavados e cultivados em RPMI 1640 sem FBS, por mais
24 h, quando os sobrenadantes das culturas foram recolhidos para a determinagao
da producédo indireta de NO utilizando o método de Griess. Para isso, 50uL de
solugao de sulfanilamida, a 1% (preparada em solugéo de acido fosférico a 2,5%), e
50uL de solugdo de NEED a 0,1%, foram adicionados ao branco, a curva e a 50uL
de amostras provenientes do sobrenadante de cultura de macrofagos. Apos 10 min
de reagdo, as leituras espectrofotométricas foram realizadas a 540 nm (REINER et
al., 2009) e a quantificagao de nitrito foi estimada pela extrapolagdo da curva obtida.

Enquanto o sobrenadante foi utilizado para dosagem de nitrito, as culturas de
macrofagos, propriamente dita, foram utilizadas para a quantificagao intracelular de
espécies reativas de oxigénio (do inglés, Reactive Oxygen Species). Para isso, estas
foram incubadas, por 30 min a 37°C, com solugdo contendo a sonda fluorescente
peroxido-sensivel DCFH-DA (2, 7'- diacetato de diclorofluoresceina) na
concentracdo de 10pM (ROMAN et al, 2009). DCFH-DA penetra para o
compartimento celular por difusdo passiva onde reage com ROS resultando na
formagdo do composto DCF (diclorofluoresceina) que € altamente fluorescente.
Como indicativo da producédo de ROS, a liberacéo intracelular cumulativa de DCF foi
avaliada em fluorimetro Synergy® durante o periodo de 15 min, com leituras a cada

minuto.

Apods a quantificagdo de ROS, o teste do MTT foi realizado pela exposigdo dos
macrofagos, durante 3h, a 100uL/pogo da solugdo de sal de tetrazolio (0,5mg/mL),
em meio RPMI e, posterior, solubilizagdo do formazan com 100 yL de DMSO. A
partir da curva D.O. versus numero de macréfagos (Apéndice B - Figura 1), foi
possivel o calculo do numero de células viaveis e a corre¢gao dos niveis encontrados

de nitrito e de ROS para cada experimento.
4.2.7 Estimativa da concentracdo protéica — Método de Bradford

A concentragdo protéica foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976). Nesse caso, foram incubadas quantidades entre 1,0 e 10,0 yL das amostras
completando o volume destas para 20,0 uL com agua deionizada. Foi adicionado em

seguida 180 pL da solucédo de Bradford e apos 15 min a leitura da densidade ética
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foi realizada em 595 nm. Para calculo das concentragcdes de proteina, foi estimada
uma curva padrao utilizando BSA nas concentragdes entre 0,5 e 10,0 pg/uL.

4.2.8 Zimografia

Macrofagos peritoneais, obtidos conforme item 4.2.2, foram cultivados em placas de
24 pocos (10°céls/poco). No dia posterior foram expostos a CMS1 ou CMS2 (5, 10
ou 20 ug/mL) por 24h. Apds o periodo de exposi¢céo, as culturas foram lavadas e
mantidas em RPMI 1640 livre de fatores de crescimento. Apds mais 24 h, os
sobrenadantes das culturas foram recolhidos, centrifugados e armazenados para os

ensaios de zimografia e para a quantificagdo de citocinas.

Os experimentos de zimografia foram realizados em amostras de sobrenadantes de
cultura de macréfagos peritoneais e em sobrenadante de homogenatos tumorais. As
amostras de sobrenadante de culturas de macrofagos foram preparadas e
recolhidas, conforme descrito acima, aliquotadas e armazenadas. Os fragmentos de
tumores foram homogeneizados em 0,6 mL de tampao de extracdo de NAG (item
4.1.3.8) a 4°C e apds centrifugacéo (15.000 x g), o sobrenadante foi armazenado em
aliquotas. Posteriormente, a concentracdo protéica foi determinada, nos dois tipos

de amostras, através do método de Bradford (item 4.2.7).

Segundo protocolo previamente descrito (HU & BEETON, 2010), as zimografias
foram realizadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 8% contendo gelatina na
concentragao final de 0,1%. Quinze ug de proteina de cada amostra foram
submetidas a 90 Volts por um tempo médio de 90 min. Apds a eletroforese, os géis
foram lavados por 30 min em tampao de lavagem para total remogdo do SDS,
seguido de incubagao a 37°C por 16 horas em tampao de incubagéo, conforme item
4.1.3.6. A seguir, os géis foram corados (solugcdo corante de géis) e descorados
(solugdo descorante). A atividade da gelatinase foi visualizada por bandas nao
marcadas em um fundo azul representando areas de protedlise no substrato de
proteina. A analise semiquantitativa foi feita usando o programa de analise de

imagem ImageJ®.



55

4.2.9 Western Blotting

A fim de avaliar em macréfagos as vias de sinalizag&o ativadas pelo tratamento com
CMS2, foram quantificadas proteinas como COX-2 e NFk-B (p65), assim como, a
fosforilagao de p38, SAPK/JNK e Akt. Primeiramente, macréfagos peritoneais foram
obtidos, conforme item 4.2.2, e cultivados em placas de 6 po¢os na densidade de
6x10° cels/poco. No dia seguinte, as células foram expostas, por 24h, a CMS2 nas
concentragdes de 5,10 e 20 pg/mL. Decorrido o periodo de tratamento, o meio foi
aspirado, a monocamada celular lavada com PBS gelado e as células incubadas
com tampao de lise (RIPA Buffer - 50 yL/pogos no total de 3 pogos — item 4.1.3.7)
acrescido do coquetel de inibidores para proteases (SIGMAFAST®) por 30 min,
sobre gelo. A seguir, os lisados foram recolhidos e centrifugados a 13.000 x g/4°C e
o sobrenadante recolhido e conservado a -80°C. A dosagem de proteinas foi
realizada através do método de Bradford (item 4.2.7) e os lisados submetidos a
ensaios de western blotting.

Trinta pg de proteina foram fracionados em gel de poliacrilamida a 10% a 90 V por,
em torno, de 2h. Apds a eletroforese, o gel foi incubado a temperatura ambiente
durante 10 min com o tamp&do de transferéncia sob lenta agitacdo.
Concomitantemente, uma membrana de PVDF, de mesma dimens&do do gel, foi
lavada por 15 segundos em metanol absoluto e depois incubada em tampao de
transferéncia, juntamente, com 2 papéis de filtro de iguais dimensdes. O “sandwich”
foi montado com o gel e a membrana envoltos pelos papéis de filtro. A transferéncia
foi processada durante 15 min, em 25 V de tensdo usando a célula de transferéncia
semi-seca. Apos a transferéncia, a membrana de PVDF foi lavada 3 vezes em TTBS
e incubada, overnight, em solugao de bloqueio na qual o anticorpo contra a proteina
de interesse foi diluido de acordo com a tabela1:
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Tabela 1 — Diluicoes de anticorpos primarios utilizados nos ensaios de

Western Blotting.
Anticorpos primarios Diluicoes Fabricantes
COX-2 1:500 Abcam®
NFk-B (p65) 1:2.000 Santa Cruz®

p38 total 1:500 Cell Signalling®

p-p38 1:500 Cell Signalling®

SAPK/JNK Total 1:2.000 Cell Signalling®

p-SAPK/JNK 1:2.000 Cell Signalling®

Akt total 1: 2.000 Cell Signalling®

p-Akt 1:1.000 Cell Signalling®

GAPDH 1: 10.000 Cell Signalling®

Ao final da incubacao, lavou-se a membrana em TTBS por 3 vezes de 5 min cada,
sendo posteriormente incubada por 2 h, em temperatura ambiente, na presenca do
anticorpo anti-IgG especifico peroxidase-conjugado (diluido 1:10.000 em TTBS).
Lavou-se novamente a membrana por 3 vezes de 5 min em TTBS, e procedeu-se a
revelagao por quimioluminescéncia utilizando o Luminatta Forte (Millipore®) como
revelador. Apos adicdo do reagente, as membranas foram digitalizadas em
fotodocumentador (ImageQuant™ LAS 4000) e a densidade das bandas analisadas

com auxilio do programa de imagens ImageQuant® TL.
4.2.10 Inéculo tumoral e tratamento com a sub-fragdo CMS2

No modelo de carcinoma de mama 4T1, a suspensdo celular (obtida conforme item
4.2.1) contendo 10° células da linhagem 4T1 foi inoculada s.c. (100 pL) na regido do
flanco esquerdo de camundongos BALB/c fémeas entre 8-9 semanas. No 3° dia pds-
inéculo o tratamento com CMS2 (0,3; 1,0 ou 3,0 mg/kg) ou salina foi iniciado, e

realizado diariamente por via s.c. durante 22 dias.

O crescimento tumoral foi acompanhado em dias alternados, do 1° ao 25° dias,
através da medicdo do volume dos tumores com o auxilio de um paquimetro. A

determinacdo do volume foi realizada através de duas medidas: uma no sentido da



57

maior extensdo e outra no sentido da menor extensdao (GHONEUM et al., 2008).

Assim, o volume tumoral (VT) foi determinado pela seguinte férmula:
VT (mm?®)= 0,52 AB?

sendo A, a medida do menor eixo e B a do maior eixo.

Ao final do periodo de tratamento, os animais foram anestesiados, tiveram os
tumores retirados e pesados. Posteriormente, foi introduzida 1 mL de tinta nanquim
(15%) pela via traqueal dos animais para visualizagdo das metastases pulmonares
(BAO et al., 2011). A atividade antitumoral foi avaliada pela medida das massas dos
tumores e a atividade antimetastatica pela contagem de pontos metastaticos

(brancos) em meio ao parénquima pulmonar (negro).

4.2.11 Dosagem de citocinas

O ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica (ou ELISA, do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) foi realizado para a dosagem das citocinas em sobrenadante
de homogenato tumoral e em sobrenadantes de culturas macrofagicas. As amostras
de sobrenadante foram obtidas conforme a obtencdao de sobrenadantes para
zimografia (Item 4.2.8). Ja os fragmentos de tumor foram processados em 600uL de
tampdo extrator de citocinas e o sobrenadante do homogenato recolhido e
armazenado a -80°C. Para a realizacdo dos imunoensaios foram utilizados kits e
seus respectivos protocolos. As placas foram sensibilizadas colocando-se
100uL/cavidade de anticorpo primario (anti-camundongo) especifico para cada
citocina a ser avaliada, e ent&o, incubadas overnight a 4°C. No dia seguinte, as
placas foram lavadas quatro vezes com 200 pyL de tampao de lavagem. Em seguida,
adicionou-se 200 pL do tamp&o de bloqueio e as placas foram colocadas para
incubagcdo por uma hora. Apds lavagens, os padrées e as amostras diluidas em
reagente diluente foram adicionados totalizando 100 pL/ pogo, e as placas
incubadas overnight a 4°C. Apds esse periodo, as placas foram lavadas novamente,
por quatro vezes, e o anticorpo de deteccao biotinilado respectivo para cada citocina
foi adicionado. As placas foram incubadas por uma hora, e ao final de quatro
lavagens, adicionou-se 100 pL/ pogo do conjugado estreptavidina-peroxidase.

Posteriormente, a incubagdo por 30 minutos, em temperatura ambiente, e apds
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lavagens foi adicionado 100uL/ pogo de tampdo do substrato — OPD. As placas
foram incubadas ao abrigo da luz por, no maximo, quinze minutos quando a reagao
foi paralisada pela adicdo de 50 plL/cavidade da solugdo de paralisacdo. A leitura
das placas foi realizada em espectrofotdbmetro a 450 nm e os resultados obtidos
expressos em pg de citocina por mg de tumor no caso de amostras tumorais ou, em
pg de citocina/10° células, no caso de sobrenadante proveniente de culturas

macrofagicas.
4.2.12 Quantificagdo da atividade de NAG

Os fragmentos de tumor foram pesados e processados em 600uL de solugdo de
triton X-100 a 0,1% v/v em salina. Esse homogenato foi centrifugado a 4°C por 10
minutos em velocidade 3.000 rpm. Para a realizacdo do ensaio enzimatico, 50 pL da
amostra foram diluidos em 200 yL de tampé&o citrato/fosfato (pH 4,5) e colocadas em
duplicada (100uL) em placa de 96 pogos. Posteriormente, 100 uL do substrato p-
nitrofenil-N-acetil-3-D-glicosaminidase, diluido em tampéao citrato/fosfato (pH 4,5), foi
adicionado a placa. Para construgédo da curva, a solugcédo de p-nitrofenol em tampao
citrato/fosfato pH 4,5 foi adicionada na placa em diferentes diluigdes (400nM,
200nM, 100nM, 50nM, 25nM e 12,5nM). Em seguida, a placa foi incubada a 37° C,
durante 30 minutos. Finalmente, a reagao foi interrompida adicionando-se 100 pL de
tampé&o glicina 0,2M (pH 10,6). A absorbancia foi medida por leitor de microplaca em
comprimento de onda de 405nm. Os resultados foram expressos em [ ] p-

nitrofenol(nM)/mg de tecido.

4.2.13 Reagao em cadeia da polimerase em tempo real - gPCR

Extracdo de RNA total: A extracdo de RNA total foi realizada utilizando-se o método

“guanidinoisotiocianato-fenol-cloroférmio”. Imediatamente apdés a medigdo, os
tumores foram removidos, pesados e congelados em nitrogénio liquido e estocados
a -80°C. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas na presenca do reagente
Trizol® (0,8 mL), utilizando-se um homogeneizador de tecido. Os tubos contendo os
homogenatos foram incubados a temperatura ambiente por 10 min. Apds esse
procedimento, adicionou-se 0,5 mL de cloroférmio. Os tubos foram vigorosamente
agitados e deixados em repouso por 10 min a 4°C, sendo, em seguida,
centrifugados a 12.000 g por 15 min. A camada superior (fase aquosa) foi
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recuperada em novos tubos, com subsequente adicdo de 0,5 mL de isopropanol. O
material foi levemente agitado e mantido em repouso a temperatura ambiente por 10
min. Apos centrifugagdo a 12.000 g por 20 min, a mesma temperatura utilizada
anteriormente, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 1 mL de etanol 75%
(solugdo manufaturada em agua DEPC), agitando-se novamente. O sobrenadante
foi descartado e os tubos foram mantidos a temperatura ambiente até secagem das
amostras. A redissolugcao do RNA total foi realizada com adi¢ao de 0,05 mL de agua
DEPC.

Transcricao reversa: A conversdao do RNA em cDNA dos homogenatos tumorais foi

realizada com o auxilio do High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits, Applied
Biosystems. A transcricdo reversa € um processo no qual o RNA de cadeia simples
é transcrito inversamente em DNA complementar (cDNA). Para isso se faz
necessario a amostra de RNA total, uma enzima transcriptase reversa, um iniciador
rico em timina que ira se ligar a regido Poly-A do RNA e nucleotideos do DNA
(dNTPs). A quantidade de RNA presente em cada amostra foi quantificada, com o
auxilio do aparelho NanoDrop, e o volume referente a 5000nM adicionado ao tubo
de reacgdo. A quantidade dos reagentes esta descrita na Tabela 2:

Tabela 2—- Quantidade de reagentes utilizados na sintese de cDNA.

Reagente Volume (pL)
Tampao 10X 2,0
dNTP Mix (100mM) 25X 0,8
Primers aleatorios 10X 2,0
Transcriptase reversa 1,0
RNA Volume referente a 5000nM
Agua livre de nucleases g.s.p 20,0




Os tubos foram colocados em um termociclador, seguindo os passos descritos na

Tabela 3:

Tabela 3 — Ciclos térmicos utilizados na reagao de transcrigao reversa.

Passo 1 Passo 2 Passo 3 Passo 4
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C
Tempo 10min 120min 5min 0

Apds o término das reagdes, os tubos foram armazenados a -20°C.

PCR quantitativo em Tempo Real: As reacdes foram feitas utilizando primers

especificos para produzir a amplificacdo do cDNA correspondente aos genes de
interesse. Os primers foram confeccionados, com auxilio do programa especifico
BLASTN, e gentilmente doados (Fizz-1 e Ym-1) pela Prof?. Dra. Rafaela Fernandes
do Departamento de Fisiologia e Biofisica (ICB/UFMG). Os primers do gene utilizado
para normalizacdo da reacdo (controle enddégeno) foram para GAPDH
(Gliceroaldeido-3-fosfato desidrogenase). As sequéncias dos oligonucleotideos

especificos para cada gene estao descritas na Tabela 4.
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Tabela 4 - Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados nas RT-qPCR para
amplificacao dos seguimentos genémicos especificos
para MR, FIZZ-1, Ym-1 e GAPDH.

Primer Oligo senso Oligo antisenso
MR 5-GCTGAATCCCAGAAATTCCGC-3' 5-ATCACAGGCATACAGGGTGAC-3'
FIZZ-1 5-CCCTCCACTGTAACGAAGACTC-3' 5-CACACCCAGTAGCAGTCATCC-3
Ym-1 5-GGGCATACCTTTATCCTGAG -3 5-CCACTGAAGTCATCCATGTC-3'
GAPDH | 5-GCACTT GGC AAAATG GAGAT-3° | 5-CCA GCA TCA CCC CAT TAG AT-3

O cDNA obtido da etapa de transcri¢cao reversa foi utilizado como fita molde para a
amplificacdo por gPCR em tempo real. As reacdes tiveram um volume final de 10 pl
e foram feitas em duplicatas, utilizando 5 uyl do Master Mix de SYBR Green
(ThermoFisher Scientific); 1 yl de cada primer na concentragéo de 0,3 uM; 2 ul de
cDNA (diluicdo de 10x) e agua q.s.p. O aparelho para reagao foi StepOnePlus
(Applied Biosystem, EUA), sendo realizados 40 ciclos com temperatura de

anelamento de 60°C.

4.2.14 Obtengdo do meio condicionado da linhagem L929

Células L929 sao produtoras do fator estimulante de coldnia para granulécitos e
macrofagos (GM-CSF, do inglés Granulocyte-macrophage colony stimulating factor),
fator que promove a diferenciacdo de células hematopoiéticas em macrofagos
(Deryugina et al., 1995). As células da linhagem L929 (fibroblasto) foram
descongeladas em meio DMEM a 20% (v/v) de FBS e mantida em estufa a 5% de
CO; e 37°C com atmosfera umida. No dia seguinte, o meio de cultura foi trocado por
DMEM a 10% (v/v) de FBS e o crescimento acompanhado. Apds a expansao, as

células foram mantidas durante seis dias com o mesmo meio de cultura que foi
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retirado e congelado a -20°C para posterior utilizagdo (WEISCHENFELDT &
PORSE, 2008)

4.2.15 Obtencéo de células da medula e diferenciagdo em macrofagos

Camundongos BALB/c fémeas de 8-10 semanas foram eutanasiados em camara de
CO; e seus ossos, fémur e tibia, retirados. O lavado medular foi realizado em capela
com fluxo laminar, para a garantia de um ambiente estéril. Primeiramente, as
extremidades dos ossos foram cortadas com o auxilio de uma tesoura cirurgica. Em
seguida, para a retirada das células da medula éssea acoplou-se na cavidade
interna dos 0ssos uma seringa contendo solugdo de PBS/EDTA 5mM. O lavado foi
homogeneizado com a seringa com o objetivo de desagregar os grumos de células e
obter uma suspensao celular uniforme. O lavado medular foi centrifugado a 400G,
na temperatura de 25°C, por 30 minutos, na presencga do gradiente densitométrico
Histopaque 1083. O gradiente permite que as células precursoras mononucleares se
separem das demais, formando um anel branco visivel no tubo. Assim, a porg¢ao
mononuclear foi separada, suspensa e lavada (3x) com PBS/EDTA 5mM. Retirou-se
uma aliquota que foi homogeneizada com a solug&o corante azul de tripan, para a
contagem de células na camara de Neubauer, e ajuste da densidade celular. Assim
1x10” células foram semeadas em garrafas de cultivo na presenca do
meioDMEM/L929 (DMEM acrescido de 10% de meio condicionado proveniente da
linhagem L929) a 10% FBS. Apds 4h, as garrafas de cultura foram lavadas com PBS
e as células aderidas cultivadas em DMEM/L929 a 10% FBS, por 6 dias (onde se
realizou a troca a cada 2 dias), periodo necessario para a diferenciagdo de
mondcitos em macrofagos. No sétimo dia, foram expostos ao meio DMEM a 10%
FBS acrescido de 1 ng/ml de IL-4 por 24h, para obtencdo do fendtipo M2
(EDWARDS et al., 2006 ; CHO et al., 2012).

4.2.16 In6éculo do modelo tumoral 4T1/M2 e tratamento dos animais com a sub-
fracgo CMS2

Uma variacdo do modelo de carcinoma 4T1, denominado aqui de carcinoma
4T1/M2, foi adaptado (CHO et al., 2012) e utilizado em outro grupo de experimentos.
Para isso, camundongos BALB/c fémeas de 8-9 semanas receberam na regido do

flanco esquerdo, por via s.c., o0 co-inoculo de suspensao celular contendo 10° células
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de carcinoma de mama 4T1(50 pL), acrescida de suspensao celular contendo 2x10°
Mds-M2 (50 pL), obtidos conforme item 4. Os grupos controle receberam apenas
suspensao celular contendo células da linhagem 4T1 (10° células). No dia seguinte
ao indculo, iniciou-se o tratamento diario dos camundongos com CMS2 (1,0mg/Kg)
ou salina e este foi realizado durante 14 dias. O crescimento tumoral foi
acompanhado em dias alternados, do 1° ao 15° dias, através da medi¢cédo do volume
dos tumores com o auxilio de um paquimetro. A determinagdo do volume foi
realizada através de duas medidas: uma no sentido da maior extensdo e outra no
sentido da menor extensao (GHONEUM et al., 2008).

Assim, o volume tumoral (VT) foi determinado pela seguinte férmula:
VT (mm?®)= 0,52 AB?
sendo A, a medida do menor eixo e B a do maior eixo.

No 15° dia apos indculo, os animais foram sacrificados, tiveram os tumores retirados

e pesados para avaliacdo da atividade de CMS2 sobre tal modelo.

4.3 Analises Estatisticas

Os resultados foram expressos como médias + e.p.m. As analises estatisticas entre
3 ou mais grupos, foram realizadas por meio de analise de variancia (ANOVA),
seguidas pelo teste de multiplas comparagdes, utilizando-se o método de Student
Newman-Keuls. As analises entre 2 grupos foram realizadas por meio do teste t de
Student ndo-paramétrico. Valores de p <0,05 foram considerados como significativos

para ambos os testes estatisticos utilizados.
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5. RESULTADOS

Com o intuito de avaliar o efeito das sub-fracbées, CMS1 e CMS2, sobre a atividade
tumoricida de macrofagos, ensaios in vitro foram realizados utilizando co-culturas de
macréfagos/células  tumorais. Posteriormente, utilizando monoculturas de
macrofagos foram realizadas quantificagbes de mediadores com potencial citotéxico
como NO, ROS e citocinas apods exposi¢ao dos macrofagos as sub-fragdes. Foi
avaliado, também, o envolvimento de vias macrofagicas intracelulares na produgao
desses mediadores que poderiam estar moduladas pelos tratamentos. Avaliou-se o
efeito de CMS2, sub-fracdo que apresentou efeito ativador sobre macréfagos, em
carcinoma mamario 4T1. Inicialmente, foi padronizado o modelo, para a seguir,
determinar o seu efeito sobre o desenvolvimento tumoral. Posteriormente, por ter
sido observada reducgédo significativa do tamanho do tumor e do numero de
metastases pulmonares, avaliou-se a presenca de marcadores do fendtipo de
macrofagos associados a esse tecido (TAMs - Tumor Associated Macrophages) e de
mediadores que possam nele influenciar. Assim, em amostras de tecido tumoral
foram avaliados niveis de citocinas imunomodulatérias e a atividade de enzimas
macrofagicas, como marcadores do efeito antitumoral/antimetastatico de CMS2. Ao
final, para melhor observagao da importancia de TAMs e de sua modulagao para tal
efeito, foi utilizado um modelo de carcinoma mamario 4T1 acrescido do co-inéculo

de macrofagos- M2.
5.1 CMS2 induz a capacidade tumoricida de macréfagos peritoneais

Macrofagos peritoneais foram obtidos conforme item 4.2.2 e utilizados para
avaliagcdo da capacidade tumoricida dos mesmos frente a exposicao a P1G10,
CMS1 ou CMS2 (10, 20 e 40 pg/mL) por 24 horas, conforme item 4.24. A
viabilidade de células 4T1 em co-cultura foi realizada pelo método do MTT, apds 40
horas de co-cultura, sendo determinada pela subtracdo dos valores de D.O. de

culturas macrofagicas controles dos valores de D.O. das respectivas co-culturas.

Primeiramente pode-se observar, na figura 1B que o pré-tratamento de culturas de
macrofagos com a fragdo P1G10 nas concentragdes de 20 e 40 ug/mL foi capaz de
promover uma reduc¢ao em torno de 40% (p< 0,0001) na viabilidade de células 4T1
em co-cultura (73,25 + 4,37 e 51,65 £ 4,39%, respectivamente). Com relagéo as sub-
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fragbes, o pré-tratamento de macréfagos com CMS1 em nenhuma das
concentragdes utilizadas, 10; 20 e 40 pg/mL, foi capaz de promover alteragéo
significativa na viabilidade das mesmas (90,30 £+ 5,24; 80,00 £ 2,53 e 105,03 *
5,25%, respectivamente). Ja o pré-tratamento com a sub-fragdo CMS2 reduziu, nas
concentragdes de 20 (60,13 + 6,07%) e 40 ug/mL (43,09 £ 4,01%), em torno de 50%
a viabilidade de células 4T1 (p< 0,0001), todos em relagdo a co-culturas controle
(97,51 £ 5,17% - ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls).

A figura 1C mostra o efeito do pré-tratamento de macrofagos obtidos e cultivados na
presencga de polimixina B (10 ug/mL) e tratados com CMS2. Nas concentragbes de
20 e 40 pg/ mL CMS2 promove uma redugao significativa (p< 0,0001) de 69 (31,78 +
4,28%) e de 79% (21,23 £ 2,27 %), respectivamente, na viabilidade de células 4T1
em relagdo a co-culturas controle (102,51 + 12,68% - ANOVA, pés-teste Student-

Newman-Keuls).
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FIGURA 1: Capacidade tumoricida de macréfagos, expostos a CMS1 ou CMS2, sobre células
4T1. Macréfagos peritoneais foram obtidos apds estimulagdo com tioglicolato (3%, i.p, 3 dias),
cultivados em placas de 24 pogos (3x105 céls/pogo) e expostos a CMS1, CMS2 (10- 40ug/mL),
controle positivo (P1G10) ou controle negativo (RPMI 1640) por 24 h. Posteriormente, pogos
contendo macréfagos receberam células 4T1 (1050éls/pogo). (A) Apds 40h de co-cultura as imagens
foram obtidas em microscépio dptico invertido (aumento de 20x), (B e C) viabilidade de células 4T1
em co-cultura, porcentagem do controle. Cada coluna representa a porcentagem média de viabilidade
de 4T1 + e.p.m. de 3 experimentos independentes (n=4), sendo que as linhas tracejadas representam
100% de viabilidade celular. Resultados estatisticamente diferentes do controle - **p<0,001 e ***p<
0,0001 (ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls).
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Co-culturas de células 4T1 e macrofagos peritoneais foram realizadas em aparatos
transwell com o objetivo de avaliar a relevancia do contato fisico com as células-alvo
para a capacidade tumoricida de macrofagos expostos a CMS2. A figura 2B mostra
um aumento de 4% (18,42 + 1,58%) na porcentagem de DNA sub-dipldide presente
em células 4T1 co-cultivadas com macrofagos controles em relagdo a culturas de
células tumorais ndo co-cultivadas (14,03 + 0,49% DNA sub-dipléide — p<0,05). O
conteudo de DNA sub-dipléide presente em células tumorais encontra-se ainda mais
elevado, quando estas sdo co-cultivadas com macréfagos previamente expostos a
CMS2. O aumento é em torno de 5% para os tratamentos com 10pg/mL (23,10 *
0,58) e com 20pg/mL (22,30 £ 0,36%), ambos relativos ao conteudo de DNA sub-
dipléide presente em células 4T1 co-cultivadas com macrofagos controles (ANOVA,

pos-teste Student-Newman-Keuls - p<0,05).
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FIGURA 2: Porcentagem de DNA sub-diploide presente em células 4T1 co-cultivadas com
macrofagos, previamente expostos a CMS2, em aparatos transwell. Macréfagos peritoneais
foram obtidos apds estimulagdo com tioglicolato (3%, ip, 3 dias), cultivados no compartimento
superior de aparatos transwell (5x105céls/pogo) e expostos por 24 h a CMS2 (10 e 20ug/mL) ou
controle. Em seguida, (A) a co-cultura foi realizada por 24h e (B) a porcentagem de DNA sub-dipléide
determinada pela marcagcdo do nucleo de células 4T1 por iodeto de propideo (50ug/mL). Cada
coluna representa a porcentagem média de DNA sub-dipldide * e.p.m. de 3 experimentos
independentes (n=4). Sendo, # p< 0,05 e * p< 0,05 resultados estatisticamente diferentes do grupo
controle ndo co-cultura e do grupo controle co-cultura, respectivamente (ANOVA, pos-teste Student-
Newman-Keuls).



69

5.3 Atividade tumoricida de macréfagos promovida por mediadores soluveis

Em sobrenadantes provenientes de culturas de macrofagos pré-expostos as sub-
fragdes foram realizadas quantificacdo de nitrito. Para isso, macréfagos peritoneais
foram obtidos e expostos a CMS1 ou a CMS2. Apds 24 horas, os tratamentos foram
retirados, um novo meio de cultura introduzido para posterior coleta e dosagem de
nitrito, utilizando como método a reagdo de Griess (ltem 4.2.6). Os resultados
mostram que tanto CMS1 quanto CMS2 promovem um aumento nos niveis basais
de nitrito produzidos por culturas de macréfagos peritoneais. Na figura 3A, podemos
perceber que o tratamento com a sub-fracdo CMS1 promove um aumento em torno
de 400 e de 970% nos niveis desse marcador, em relagdo aos valores encontrados
em sobrenadantes de culturas controles (0,10 + 0,03 pM Nitrito/10* céls - ANOVA,
pos-teste  Student-Newman-Keuls), apds exposicdo dos macréfagos as
concentragdes de 30 (485,95 + 51,12%, p< 0,0001) e de 40 pg/mL (1.054,60 +
128,80 %, p< 0,0001), respectivamente. A exposigcdo dos macrofagos a sub-fragéo
CMS2 (Figura 3B) promove aumento nos niveis de nitrito a partir da concentragao de
20 pg/mL (380,02 + 27,41%, p<0,01), até a concentracéo de 40 pg/mL (1.388,24 £
144,75%, p< 0,0001), passando por aumentos de 450% quando a concentragédo de
30 pg/mL foi utilizada (556,99 £ 89,74, p<0,0001).
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FIGURA 3: Efeito de CMS1 e CMS2 sobre a produgdo de nitrito por cultura de macréfagos.
Macrofagos peritoneais foram obtidos apds estimulagdo com tioglicolato (3%, i.p, 3 dias), cultivados
em placas de 96 pocos (105 céls/pogo) e expostos a CMS1, CMS2 (5- 40ug/mL) ou controle (RPMI
1640) por 24 h. Posteriormente, o sobrenadante foi recolhido para determinacdo de nitrito utilizando-
se a metodologia de Griess. Cada coluna representa a porcentagem de nitrito com relagéo as culturas
controle + e.p.m. de 3 experimentos independentes (n=4), sendo que as linhas tracejadas
representam 100%. Resultados estatisticamente diferentes do grupo controle - * p <0,01 e ***p<
0,0001 (ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls).

Nestas mesmas culturas macrofagicas foi realizada a quantificagcao intracelular de
espécies reativas de oxigénio (ROS) com auxilio da sonda fluorescente DCFH-DA,
conforme item 4.2.6. Os resultados mostram que ambas sub-fracdes sdo capazes de
promover aumento na produgao desses radicais livres. CMS1 promove seus efeitos
quando utilizado nas concentragdes de 30 e 40 ug/mL (Figura 4A), onde se observa
um aumento de 71% (170,90 = 7,03 %) e de 133% (232,80 = 10,51%),
respectivamente, em relagdo aos niveis encontrados em culturas controle (7.197,47
+ 916,92 A UF/10* céls, p<0,0001). Por outro lado, o tratamento com CMS2
promoveu aumentos da produgdo de ROS nas concentragdes entre 10 e 40 pg/mL
(Figura 4B). Sendo que o aumento observado para a concentragéo de 10 ug/mL foi
de 82% (182,05 £ 12,21%) e de 211% para a concentragcéo de 40 pyg/mL (310,65 *

22,04%) em relac&o aos niveis observados em culturas controle (ANOVA, pos-teste

Student-Newman-Keuls, p< 0,0001).
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FIGURA 4: Efeito de CMS1 e CMS2 sobre a producido de espécies reativas de oxigénio por
cultura de macréfagos. Macréfagos peritoneais foram obtidos apds estimulagdo com tioglicolato
(3%, i.p, 3 dias), cultivados em placas de 96 pogos (105 céls/pogo) e expostos a CMS1, CMS2 (5-
40ug/mL) ou controle (RPMI 1640) por 24 h. Posteriormente, foi determinada a produgao de espécies
reativas de oxigénio pela adicdo a cultura de sonda fluorescente (DCFH-DA). Cada coluna
representa Unidades de Fluorescéncia como porcentagem do controle + e.p.m. de 3 experimentos
independentes (n=4), ap6s 15 minutos de leituras, sendo que as linhas tracejadas representam 100%.
Resultados estatisticamente diferentes do grupo controle - ***p< 0,0001 (ANOVA, pés-teste Student-
Newman-Keuls).

Citocinas classificadas como pro-inflamatérias e/ou pro-angiogénicas foram
utilizadas como marcadores da ativagdo macrofagica. A quantificagdo das citocinas
foi realizada, conforme item 4.2.11, no sobrenadante de culturas de macréfagos
apos exposicao, por 24 horas, a diferentes concentracbées de CMS1 ou de CMS2. A
quantificacdo de IL-12 (Figura 5A) revelou que o tratamento com CMS1 promove
alteracdes nos niveis dessa citocina quando utilizado na concentragcéo de 20 ug/mL
o qual induz aumento de 181% (281,09 + 32,05%, p< 0,0001), com relagao a niveis
encontrados em culturas controle (65,36 + 10,89 pg/10° cels - ANOVA, pos-teste
Student-Newman-Keuls). O tratamento com CMS2 ndo promoveu alteragdes
significativas (p>0,05) nos niveis de IL-12 produzidos por cultura de macrofagos,

nem mesmo na concentracao de 20 pg/mL (140,36 £ 17,13%).

A quantificagcdo de IL-1B (Figura 5B) mostra que, utilizadas na concentragao de 20
pg/mL, tanto CMS1 quanto CMS2 s&o capazes de promover aumentos significativos
(p<0,0001) de aproximadamente 590 (686,00 + 198,27%) e 760% (859,36 =
108,15%), respectivamente, em relagdo a niveis encontrados em culturas controle
(0,46 + 0,12 pg/10° céls - ANOVA, pds-teste Student-Newman-Keuls). Podemos
observar que a sub-fragdo CMS2 induz aumento médio e significativo de 340%

(p<0,01) na producdo de IL-1B, também, quando utilizada nas concentragbes
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menores de 5 (388,16 + 87,51 ) e 10 pg/mL (487,00 £ 88,63 %), sendo p< 0,01 para

ambas concentracoes.

Posteriormente, a dosagem de IL-6 (Figura 5C) revelou que ambas sub-fragbes sao
capazes de promover elevagdes nos niveis dessa citocina em cultura de macréfagos
peritoneais. Os valores encontrados foram de 136,77 + 3,93 e de 123,33 + 4,42%
para CMS1 para as concentragdes de 10 e 20 ug/mL, respectivamente, com valores
de p< 0,01, quando comparados a niveis produzidos por culturas controle (32,47 +
0,79 pg/10° céls - ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls). Para a sub-fragdo
CMS2, os aumentos nos niveis de IL-6 foram observados a partir da exposicdo dos
macréfagos a concentragdes de 5 ug/mL (130,52 £ 3,34 %) passando por aumentos
da ordem de 60% (p< 0,0001) para as concentragcdes de 10 (156 + 1,25%) e 20
pug/mL (163,85 + 3,97%).

Na figura 5D se observa que CMS2, na concentragdo de 20 ug/mL, é a sub-fragcao
capaz de estimular macrofagos peritoneais a produzirem a citocina TNF-a em quase
2 vezes mais (188,36 + 16,15% , p<0,001) os niveis encontrados em culturas
macrofagicas controle (1.279,14 + 47,58 pg/10° céls - ANOVA, pos-teste Student-
Newman-Keuls). Por outro lado, o tratamento dos macréfagos com CMS1 em
nenhuma das concentragdes utilizadas, 5; 10 ou 20 pg/mL, foi capaz de promover
modificagdes sobre a producdo de tal citocina (106,30 £ 2,85 ; 106,91 + 3,28 e
123,69 £ 5,30% , respectivamente).

Com relacdo aos niveis de CCL2/MCP-1 (Figura 5E) se observa elevagdes nos
niveis da mesma em sobrenadante de culturas macrofagicas expostas tanto a CMS1
quanto a CMS2. Os aumentos observados foram em torno de 170 a 370% para o
tratamento com CMS1, sendo os valores encontrados de 268,46 + 27,20% para a
concentragao de 5 ug/mL; de 214,48 £ 20,96% para 10 pg/mL e de 467,74 + 38,87%
para 20 pg/mL, quando comparados aos niveis provenientes de culturas controle
(88,30 + 10,95 pg/10° céls - ANOVA, pds-teste Student-Newman-Keuls). Ja o
tratamento com a sub-fracdo CMS2 promove aumentos nos niveis de CCL2/MCP-1
com valores de 303,97 + 27,50, 231,08 + 26,27 e de 386,31 + 50,50%,
respectivamente, para as mesmas concentragdes acima citadas para CMS1.
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O tratamento com ambas sub-fracbes promove reducdo nos niveis de mediadores
pré-angiogénicas como TGF-3 e VEGF (Figuras 6A e 6B). Sobre os niveis de TGF-
B, CMS1 promove reducdes com valores de 27,39 £ 5,03 para a concentracédo de 5
Mg/mL, de 13,48 £ 3,74 para a de 10 pg/mL e de 7,59 £ 1,54 % para a de 20 pg/mL,
todos quando comparados a niveis de culturas controle (26,37 + 0,70 pg/10° céls, p
< 0,0001- ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls). Ja a sub-fragdo CMS2
promove redugdes em torno de 81 a 97%, para as concentracbes de 5 (18,80 *
3,05% ), de 10( 1,36 + 0,74% ) e de 20 pg/mL (2,54 + 1,63%), com valores de p <
0,0001.

Ambas sub-fracbes promovem redugdes em torno de 40 a 60% nos niveis de VEGF
(Figura 6B). CMS1 promove reducao significativa somente quando utilizada nas
concentragdes de 10 e 20 pg/mL (38,39 + 3,31 e 40,33 + 5,09% respectivamente, p<
0,0001). Por outro lado, CMS2 se mostra capaz de reduzir os niveis desse mediador
j@ na menor concentragdo utilizada de 5 pg/mL ( 66,40 + 4,67%), passando por
reducdes da ordem de 49% para a concentragédo de 10 ug/mL (51,36 £ 4,14%) e de
47% para a de 20 yg/mL (53,67 + 14,16%) quando comparados a niveis presentes
em sobrenadante de culturas controle (7,24 + 0,52 pg/10° céls, p< 0,0001- ANOVA,

pos-teste Student-Newman-Keuls).
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FIGURA 5: Efeito de CMS1 e CMS2 sobre a produgido de mediadores proé-inflamatérios por
culturas de macrofagos. Macréfagos peritoneais foram obtidos apds estimulagdo com tioglicolato
(3%, i.p, 3 dias), cultivados em placas de 24 pogos (106céls/pogo) e expostos a CMS1, CMS2 (5-
20ug/mL) ou controle (RPMI 1640) por 24 h. Posteriormente, os pocos foram lavados, os tratamentos
retirados e adicionado meio de cultivo livre de fatores de crescimento. Apds 24h, os sobrenadantes
foram recolhidos e nestes quantificadas as respectivas citocinas (A) IL-12p40, (B) IL-1B, (C) IL-6, (D)
TNF-a e (E) CCL2/MCP-1. Cada coluna representa a media = e.p.m. de 3 experimentos
independentes (n=4), sendo que as linhas tracejadas representam 100% da producgéo de citocinas.
Resultados estatisticamente diferentes do grupo controle — * p<0,01; **p<0,001; ***p< 0,0001
(ANOVA, poés-teste Student-Newman-Keuls).
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FIGURA 6: Efeito de CMS1 e CMS2 sobre a produ¢dao de mediadores pré-angiogénicos por
culturas de macrofagos. Macréfagos peritoneais foram obtidos apds estimulagdo com tioglicolato
(3%, i.p, 3 dias), cultivados em placas de 24 pocos (1060éls/pogo) e expostos a CMS1, CMS2 (5-
20pg/mL) ou controle (RPMI 1640) por 24 h. Posteriormente, os pogos foram lavados, os tratamentos
retirados e adicionado meio de cultivo livre de fatores de crescimento. Apds 24h, os sobrenadantes
foram recolhidos e nestes quantificadas as respectivas citocinas (A) TGF-f1 e (B) VEGF. Cada
coluna representa a media + e.p.m. de 3 experimentos independentes (n=4), sendo que as linhas
tracejadas representam 100% da produgao de mediadores. Resultados estatisticamente diferentes do
grupo controle - ***p< 0,0001 (ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls).

A figura 7A ilustra a atividade gelatinolitica da metaloprotease especifica MMP-9,
presente no sobrenadante de culturas macrofagicas, mediante exposicdo de 24
horas as sub-fracées. ApOs corrida eletroforética em gel de acrilamida/gelatina e
analises densitométricas das bandas, os resultados mostram que a exposicdo dos
macrofagos a ambas sub-fragcbes, CMS1 e CMS2, promove uma redugdo na
atividade de MMP-9 (Figura 7B). CMS1 reduziu a atividade desta metaloprotease em
56% (43,64 £ 8,75%, p < 0,001) quando utilizado na concentragdo de 10 ug/mL e em
89% ( 11,32 + 2,88%, p < 0,0001), quando na concentragao de 20 pg/mL, ambas
comparadas a atividade observada para culturas controle (103,31 + 8,34%, ANOVA,
pos-teste Student-Newman-Keuls). CMS2 na concentragdo de 5 pyg/mL reduziu em
72% a atividade de MMP-9, proveniente do sobrenadante de cultura de macréfagos
peritoneais (27,67 = 4,99%, p < 0,0001) e em 99% (1,12 + 0,70%, p < 0,0001)
quando utilizado na concentracdo de 10 pg/mL, seguida da nao detecgéo (ND) da

atividade dessa enzima quando na presencga de 20 uyg/mL de CMS2.



76

CMS1 (ng/mL)

CMS2 (ng/mL)
(B)

150+

100 -=F=-----------mmmmm oo

Atividade MMP-9 (% Controle)

504
*%k%*
-
*x%  ND
5 10 20 5 10 20
CMS1 ug/mL CMS2 ug/mL

FIGURA 7: Efeito de CMS1 e CMS2 sobre a atividade de MMP-9 presente no sobrenadante de
macréfagos em cultura. Macréfagos peritoneais foram obtidos apds estimulagdo com tioglicolato
(3%, i.p, 3 dias), cultivados em placas de 24 pogos (1060éls/po<;o) e expostos a CMS1 ou CMS2 (5-
20pg/mL) ou controle (RPMI 1640) por 24 h. Posteriormente, os pogos foram lavados, os tratamentos
retirados e adicionado novo meio de cultivo livre de fatores de crescimento. Apds 24 h os
sobrenadantes foram recolhidos e submetidos (15ug de proteina) a eletroforese em gel de
acrilamida/gelatina. (A) A coloragdo por azul-brilhante de Coomassie permite a visualizacdo de
bandas nao marcadas em um fundo azul representando areas de protedlise no substrato de gelatina
de duas replicatas de cada grupo experimental. A analise das bandas foi feita pela quantificagao
densitométrica com auxilio do programa de analise de imagem ImageJ®. (B) Cada coluna representa
a atividade de MMP-9 (% do controle) £+ e.p.m. de 3 experimentos independentes (n=4). A linha
tracejada representa 100% da atividade de MMP-9. Resultados estatisticamente diferentes do grupo
controle - **p<0,001; ***p< 0,0001 (ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls).
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5.3 Sinalizagao intracelular ativada em macréfagos pela sub-fragao CMS2

A quantificagdo de proteinas, como COX-2 e NFk-B e a fosforilagdo de outras como
p-38, SAPK/JNK e Akt, foi realizada por Western Blot a partir do lisado celular total
de cultura de macrofagos peritoneais, conforme item 4.2.9. As leituras
densitométricas das bandas, ilustradas na figura 8, foram realizadas, normalizadas
pela expressdo de GAPDH e apresentadas como razao relativa as culturas controle
(Figura 9). Os resultados mostram que em nenhuma das concentragdes utilizadas,
5, 10 ou 20ug/mL, CMS2 foi capaz de interferir na expressao de COX-2 (0,54 £ 0,21;
1,04 £ 0,16 e 1,02 £ 0,11 - Figura 9B) ou na fosforilagao de p-38 (1,03 + 0,10; 0,93 +
0,04 e 1,00 = 0,22 - Figura 9C) e de SAPK/JNK (0,82 + 0,18; 0,74 + 0,11 e 0,78 +
0,13, respectivamente - Figura 9D), em relagdo a expressao apresentada por
culturas controle (ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls). Contudo, o tratamento
de macréfagos com CMS2 promove aumento em torno de 40 a 70% (p<0,01) na
expressdo de NFk-B (1,43 = 0,07 e 1,72 + 0,26, respectivamente, para as
concentragdes de 10 e 20pg/mL) (Figura 9A) e em torno de 70% (p<0,05) na
fosforilagdo de Akt (1,77 + 0,12 e 1,71 £ 0,16, para as concentracbes de 5 e
10pg/mL) (Figura 9E).
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FIGURA 8: Imagens ilustrativas de bandas proteicas provenientes do lisado de culturas de
macroéfagos peritoneais e obtidas pela técnica de Western blot. Macréfagos peritoneais foram
obtidos apds estimulagdo com tioglicolato (3%, ip, 3 dias), cultivados em placas de 6 pogos
(6x1060éls/pogo) e expostos a CMS2 (5, 10 ou 20ug/mL) ou controle (RPMI 1640) por 24 h. Apds 24
h, na auséncia de CMS2, foi realizada a lise celular com tampao apropriado para isolamento de
proteinas totais. Foram aplicados 30 ug de proteinas em cada canaleta e as eletroforeses e western
blotting desenvolvidos conforme descrito no item 4.2.9. As imagens foram obtidas e analisadas com
auxilio do software Image Quant®
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Figura 9: Efeito de CMS2 sobre a expressao de proteinas intracelulares envolvidas na ativagao
macrofagica. Macréfagos peritoneais foram obtidos apds estimulagao com tioglicolato (3%, ip, 3
dias), cultivados em placas de 6 pogos (6x1060éls/pogo) e expostos a CMS2 (5, 10 ou 20ug/mL) ou
controle (RPMI 1640) por 24 h. Apos 24 h, na auséncia de CMS2, foi realizada a lise celular com
tampao apropriado para isolamento de proteinas totais. Foram aplicados 30 ug de proteinas em cada
canaleta e as eletroforeses e western blotting desenvolvidos conforme descrito no item 4.2.9. Os
resultados para a expressao de NFk-B (A), COX-2 (B) foram normalizados pela expressdo de
GAPDH. Os resultados para a expressao de p-p38 (C), p-JNK (D) e p-Akt (E) foram normalizados
pela expressao das respectivas proteinas totais e apresentados todos como razao relativa as culturas
controles. Cada coluna representa média + e.p.m. de 4 experimentos independentes realizados com
pool celulares. * Indicam resultados estatisticamente diferentes do grupo que ndo recebeu CMS2,

sendo * p < 0,05 e ** p 0,01 (ANOVA seguido do pds-teste Student Newman Keuls, p < 0,05).
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5.4 Atividade antitumoral/antimetastatica de CMS2 sobre modelo de carcinoma

de mama 4T1

A partir de ensaios in vivo, o modelo de tumor de mama 4T1 foi estabelecido e
padronizado (Apéndice C) para posterior avaliagdo da atividade antitumoral de
CMS2, conforme item 4.2.10. Os resultados mostram que pelo acompanhamento do
volume tumoral (Figura 10A), os efeitos de redugédo do tumor por CMS2 se iniciam
apos 14 dias de tratamento ou apds 17 dias de desenvolvimento tumoral, para as
doses de 0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg (0,59 + 0,05 ; 0,45 + 0,07 e 0,55 + 0,13 mm® — p <0,01,
respectivamente) quando comparados ao volume de tumores de animais controle
(1,11 +£0,20 mm? — Two-way-ANOVA, pos-teste Bonferroni).

No 25° dia apos o indculo observa-se que o tratamento com CMS2 impede o
crescimento dos tumores em 29% (1,49 + 0,09 - p< 0,01), 22% (1,63 £ 0,11 - p<
0,01) e em 43% (1,19 = 0,10 gramas - p< 0,001) (Figura 10B) e de metastases
pulmonares em 51% (14,7 + 2,2 - p<0,05), 43% (17,0 £ 3,5 - p<0,05) e em 49% (15,4
t+ 4,9 unidades - p<0,05), nas doses de 0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg, respectivamente
(Figura 10C), quando comparados ao peso de tumores (2,09 £ 0,12 gramas) e ao
numero de metastases (30,0 £ 2,7 unidades) apresentados por animais portadores

do carcinoma e tratados com salina (ANOVA, pés-teste Student-Newman-Keuls).
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FIGURA 10: Efeito de CMS2 sobre o desenvolvimento do carcinoma de mama 4T1 em
camundongos BALB/c. Camundongos BALB/c fémeas receberam no flanco esquerdo inéculo de
células 4T1 (106 céls/100 pL). (A) O crescimento tumoral foi acompanhado, do 1° ao 24° dia, com
auxilio de um paquimetro, através da medida do volume dos tumores. A seta indica o inicio dos
tratamentos. (B) Massa dos tumores apds 22 dias de tratamento diario com salina ou CMS2 (0,3; 1,0
e 3,0mg/kg). (C) Niumero de metastases pulmonares contabilizados em pulmdes corados com tinta
nanquim. Os resultados sdo apresentados como média + e.p.m de no minimo 6 animais/grupo. *
Indicam resultados estatisticamente diferentes dos animais tratados com salina, sendo *p<0,05 ; ** p<
0,01 e *** p< 0,001 (One- Way ANOVA, pds-teste Student-Newman-Keuls).
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5.5 Modulagao por CMS2 de mediadores presentes no microambiente tumoral

Nos tecidos tumorais foram quantificadas citocinas inflamatérias e/ou
imunoregulatérias e enzimas, como metaloproteases e NAG, que estariam
envolvidas no remodelamento do seu microambiente. As figuras 11 e 12 mostram
que os niveis de IL-1B (Figura 11A), TGF- B (Figura 11B) e VEGF (Figura 12C)
presentes em tumores de animais portadores do carcinoma 4T1 e tratados com a
sub-fracdo CMS2, encontram-se reduzidos em 31% (1,36 £ 0,15 pg/mg tumor, p<
0,05), em 34% (2,01 + 0,35 pg/mg tumor, p< 0,05) e em 34% (2,76 + 0,24 pg/mg
tumor, p< 0,05), respectivamente, quando comparados aos niveis encontrados em
tumores provenientes de animais portadores do carcinoma e tratados com salina
(1,98 £ 0,19 ; 3,04 £ 0,28 ; 4,19 + 0,30 pg/mg tumor, respectivamente — Teste t de
Student). Por outro lado, o tratamento dos animais com a sub-fragdo CMS2 nao
promove alteragbes nos niveis intratumorais de TNF-a (0,13 + 0,02 pg/mg tumor -
Figura 11B), de IL-10 (1,27 £ 0,14 pg/mg tumor - Figura 12B) e de CCL2/MCP-1
(4,02 £ 0,08 pg/mg tumor - Figura 11D) quando comparados aos respectivos niveis,
presentes em tumores de animais controle (0,12 £ 0,03, 1,32 + 0,15 e 3,81 + 0,25
pg/mg tumor — Teste t de Student). Com relagdo a modulagdo dos niveis de IL-12
(Figura 11C), o tratamento dos animais com a sub-fragdo CMS2 é capaz de elevar,
em 25%, os niveis intratumorais da mesma (8,75 + 0,54 pg/mg tumor, p< 0,05),
quando comparado a niveis de tumores provenientes de animais tratados com salina
(6,99 + 0,42 pg/mg tumor — Teste t de Student).
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FIGURA 11: Efeito de CMS2 sobre os niveis intratumorais de mediadores pré-inflamatérios.
Camundongos BALB/c fémeas portadores do carcinoma 4T1, tratados por 22 dias com salina
(controle) ou CMS2 (3 mg/kg) foram sacrificados, tiveram os tumores retirados, fracionados e
macerados em solugdo apropriada para a dosagem de citocinas. Em (A) os niveis de IL-13, (B) de
TNF-q, (C) de IL-12, e (D) de CCL2/MCP-1. Cada coluna representa a média + e.p.m. de no minimo 6
animais/grupo. Resultados estatisticamente diferentes do grupo salina - *p< 0,05; Teste t de Student.
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FIGURA 12: Efeito de CMS2 sobre os niveis intratumorais de mediadores anti- inflamatorios
elou pré-angiogénicos. Camundongos BALB/c fémeas portadores do carcinoma 4T1, tratados por
22 dias com salina (controle) ou CMS2 (3 mg/kg) foram sacrificados, tiveram os tumores retirados,
fracionados e macerados em solugdo apropriada para a dosagem de citocinas. Em (A) os niveis de
TGF-B, (B) de IL-10 e (C) de VEGF. Cada coluna representa a média = e.p.m. de no minimo 6
animais/grupo. Resultados estatisticamente diferentes do grupo salina - *p< 0,05; ** p < 0,01; Teste t
de Student.

A atividade de metaloproteases foi determinada no tecido tumoral de animais
portadores do carcinoma 4T1 tratados, ou ndo, com CMS2 (3mg/kg), conforme item
4.2.8. A analise densitométrica das bandas geradas pela degradagdo do substrato
de gelatina, ilustradas na figura 13A, mostra que o tratamento dos animais com a
sub-fracdo CMS2 n&o promove alteragdo na atividade intratumoral de MMP-9
(104,60 + 8,98) (Figura 13B) quando comparada a essa atividade em tumores de
animais tratados com salina (100,00 £ 10,97 - Teste t de Student). Com relagdo a
atividade de MMP-2 podemos observar, na figura 13C, que o tratamento com a sub-
fragéo foi capaz de inibir em 79% a atividade da mesma ( 21,62 + 4,03, p< 0,01) com
relacdo a apresentada por tumores provenientes de animais controle (100,00 + 18,79
- Teste t de Student).



85

(A)
100 kDa Pro-MMP9
MMP9
—  PTO-MMP2
60 kDa s
Salina CMS2
(B) (C)
m n
s 1507 S 1507
€ €
[«] [«]
o —_— o
s 1004 s 100-
3 8
o o
= =
= 50 = 50
(] [ *%
ke e
1] (T
T T | |
2 i . Z o ;
< CMS2 < CMS2

FIGURA 13: Efeito de CMS2 sobre a atividade intratumoral de metaloproteases (MMPs).
Camundongos BALB/c fémeas portadores do carcinoma 4T1, tratados por 22 dias com salina
(controle) ou CMS2 (3 mg/kg) foram eutanasiados, tiveram os tumores retirados, fracionados e
macerados em solug&o apropriada para determinagéo da atividade de metaloproteases. Em seguida,
os sobrenadantes dos homogenatos foram recolhidos e submetidos (15ug de proteina) a eletroforese
em gel de acrilamida/gelatina. (A) Imagem representativa do gel, mostra a coloragdo por azul-
brilhante de Coomassie que permite a visualizagcdo de bandas ndo marcadas em um fundo azul
representando areas de protedlise no substrato de gelatina. Cada canaleta representa a protedlise
proveniente da amostra de um animal, sendo que foram confeccionados um total de dois géis. A
quantificagdo densitométrica das bandas foi realizada com auxilio do programa de analise de imagem
ImageJ®. Em (B) e (C) atividades de MMP-9 e de MMP-2, respectivamente. Cada coluna representa
a média + e.p.m. de no minimo 6 animais/grupo. Resultados estatisticamente diferentes do grupo
salina- ** p <0,01; Teste t de Student.

Os ensaios para determinagdo da atividade intratumoral de NAG (Figura 14)
revelaram que o tratamento dos animais com a sub-fracdo CMS2 ndo promove
alteracdes significativas na atividade dessa enzima (7,00 £ 1,23, p> 0,05) quando
comparada a atividade de tumores provenientes de animais tratados com salina
(8,40 £ 0,66 nM/mg tumor- Teste t de Student).
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FIGURA 14: Atividade intratumoral de NAG apés tratamento com CMS2. Camundongos BALB/c
fémeas portadores do carcinoma 4T1, tratados por 22 dias com salina (controle) ou CMS2 (3 mg/kg)
foram eutanasiados, tiveram os tumores retirados, fracionados e macerados em solugao apropriada
para determinacdo da atividade de N-acetil-B-glicosaminidase. Para determinagcdo da atividade de
NAG, os sobrenadantes dos homogenatos foram recolhidos e submetidos a uma reagdo enzimatica
colorimétrica na presenca do substrato p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminidase. Os resultados foram
expressos em nM de p-nitrofenol/mg de tumor. Os dados representam média + e.p.m., Teste-t de
Student.

5.6 Efeito da sub-fragao CMS2 sobre a expressao de genes envolvidos na

caracterizagao fenotipica de macréfagos.

A expressdo de mRNA para os genes codificadores do receptor de manose, de
FIZZ-1 e de YM-1 foi avaliada através da técnica de PCR quantitativo em tempo real
(RT-qPCR). Para isso os valores foram normalizados em relagdo ao grupo de
animais que receberam salina como tratamento, e expressos como Fold changes.
Os resultados mostram que o tratamento dos animais com a sub-fragdo CMS2
promove reducdo de 42% (0,77 £ 0,09, p < 0,05) na expressao intratumoral de
MRNA para o FIZZ-1 (Figura 15B), quando comparado as expressdes apresentadas
por tumores de animais tratados com salina (1,33 £ 0,15 - Teste t de Student).
Sobre as expressbes de mRNA para os genes codificadores do MR (0,99 * 0,20)
(Figura 15A) e de YM-1 (0,39 + 0,11) (Figura 15C), pode-se observar que o
tratamento com CMS2 nao promove alteragdes significativas nas mesmas (sendo,
p> 0,05) em relagdo a expressdes apresentadas por tumores de animais controles
1,00 £ 0,04 e 0,95 £ 0,42 Fold changes, respectivamente - Teste-t de Student).
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FIGURA 15: Efeito de CMS2 sobre a expressao intratumoral de genes indicativos do fenétipo
de TAMs. Camundongos BALB/c fémeas portadores do carcinoma 4T1, tratados por 22 dias com
salina (controle) ou CMS2 (3 mg/kg) foram sacrificados, tiveram os tumores retirados e processados,
conforme item 4.2.13, para andlise por PCR em tempo real da expressao de genes especificos. (A)
Receptor para manose, (B) FIZZ-1 e (C) Ym-1. Os dados sdo expressos como média £ e.p.m. de
unidades arbitrarias corrigidas para a expressédo do gene para GAPDH e normalizadas para o grupo
Salina. * indica resultado estatisticamente diferente do grupo salina, com p < 0,05. Teste t de Student.
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5.7 Atividade antitumoral de CMS2 em modelo de carcinoma 4T1/M2

No modelo de carcinoma 4T1/M2, macréfagos M2 obtidos por diferenciagéo ex- vivo
(Conforme item 4.2.15) foram co-inoculados com células da linhagem tumoral 4T1
no flanco esquerdo de camundongos Balb/C fémeas. Grupos de animais inoculados
somente com a linhagem 4T1 foram utilizados como controles experimentais.
Comparando-se o0 peso de carcinomas 4T1 provenientes de animais tratados com
salina (0,61 £ 0,03 g) e os tratados com CMS2 (0,66 + 0,04 g), nao ha diferenca
estatistica entre os grupos. Ao compararmos o peso de carcinomas 4T1/M2 de
animais salina-tratados (0,71 + 0,05 g) e os CMS2-tratados (0,47 = 0,04 gQ),
observamos que o tratamento com a sub-fracdo impede o crescimento deste
carcinoma em 33% (p<0,01). Quando se compara o peso de tumores de animais
que receberam a linhagem 4T1 (0,61 £ 0,03 g) com os que receberam o co-inéculo
4T1/M2 (0,71 + 0,05 g), ambos grupos salina-tratados, observa-se um aumento de
15% no peso médio dos tumores provenientes do co-inodculo, porém, esse aumento
nao foi estatisticamente significativo (p>0,05). Além disso, o peso dos tumores de
animais portadores do carcinoma 4T1/M2 e CMS2-tratados sdo em torno de 28%
menores (0,47 £ 0,04 g) que o de animais portadores do carcinoma 4T1 e, também,
tratados com a sub-fragao (0,66 £ 0,04 g) (Figura 16B).
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FIGURA 16: Efeito de CMS2 sobre o desenvolvimento do carcinoma 4T1/M2 em camundongos
BALB/c. Camundongos BALB/c fémeas receberam no flanco esquerdo indculo de células 4T1 (106
céls/50 pL) juntamente com M¢-M2 (2x1050éls/50 pL), diferenciados in vitro. (A) O crescimento
tumoral foi acompanhado, do 1° ao 15° dia, através da medida de volume dos tumores com auxilio de
um paquimetro. A seta indica o inicio do tratamento. Sendo, a: 4T1 + Mos (Salina) vs. 4T1 + Mos
(CMS2 1,0 mg/Kg), a’ p<0,05; a” p<0,01; b: 4T1 (Salina) vs. 4T1 + Mos (CMS2 1,0mg/Kg), p<0,001;
c: 4T1 (CMS2 1,0mg/Kg) vs. 4T1 + Mos (CMS2 1,0mg/Kg), p<0,01;d: 4T1 (Salina) vs. 4T1 + Mos
(Salina), p<0,05 ; e: 4T1 + Mos (Salina) vs. 4T1 (CMS2 1,0mg/Kg), p<0,01 (Two-Way ANOVA, pos
teste Bonferroni). (B) Massa dos tumores apds 15 dias da inoculagédo celular. Os resultados séo
apresentados como média + e.p.m da massa ou volume tumoral de no minimo 6 animais/grupo. *
Indica resultados estatisticamente diferentes dos animais portadores do carcinoma 4T1, com p<0,05.
## Indica resultado estatisticamente diferente dos animais portadores do carcinoma 4T1/M2 e
tratados com salina, com p< 0,01 (One- Way ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls).
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6. DISCUSSAO

Estudos prévios mostram que a atividade antitumoral das proteases contidas na
fracdo P1G10, proveniente do latex de V. cundinamarcensis, sobre o carcinoma
inflamatério murino 4T1 esta associada a reducao da inflamagao no tumor e ao
aumento da atividade intratumoral da enzima macrofagica, N-acetil-B-D-
glicosaminidase (NAG) (BRAGA et al., 2013). Estudos in vitro mostram que
macrofagos expostos a essa fragdo apresentam atividade citotdxica sobre células
4T1 em modelo de co-cultura (BRAGA, 2013).

Sabe-se, também, que a sub-fracdo CMS2 de P1G10 (obtida por separagao
cromatografica em coluna CM-Sephadex C-25) é a responsavel por inibir, em
modelos murinos de melanoma e de cdélon, a massa tumoral e a formagao de pontos
metastaticos (LOPES et al, 2010)

Dessa maneira, foi avaliado o efeito, in vitro, das sub-fragdes CMS1 e CMS2 sobre a
modulagao fenotipica de macrofagos, assim como, a produ¢ado de mediadores e a
ativagdo de vias intracelulares macrofagicas desencadeadas pelos tratamentos. Na
sequéncia, avaliou-se a atividade antitumoral/antimetastatica da fracao ativa (CMS2)
e o seu efeito modulatério sobre o fendtipo de macréfagos associados a tumores

(TAMs, do inglés Tumor associated-macrophages).
6.1 Ativagao in vitro de macréfagos pelas sub-fragées CMS1 e CMS2.

Neste trabalho observa-se que a pré-exposicdo de macréfagos peritoneais a sub-
fracdo de P1G10, CMS2 (20 e 40 pg/ml), e ndo CMS1, aumenta de forma
significativa a citotoxicidade destes sobre a linhagem de carcinoma mamario murino
4T1, ao reduzir em torno de 50% a viabilidade dessas células em co-cultura (Figura
1A e 1B). Diante disso, sugere-se que proteinas contidas em CMS2 seriam as
responsaveis pelo efeito tumoricida de macréfagos, previamente observado pelo
tratamento com a frag&o total P1G10 (BRAGA et al., 2013).

A atividade tumoricida de macréfagos foi originalmente mostrada pela indugéo de
dois potentes sinais sequenciais interferon-¥ (IFN-Y) e lipopolissacarideos (LPS)
(PACE & RUSSELL, 1981). Posteriormente, estudos mostraram que varias outras
citocinas e/ou quimiocinas (CCL3/MIP-1a e CCL2/MCP-1), fatores de crescimento
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como o fator estimulador de col6nias para granulécitos e macrofagos (GM-CSF, do
inglés granulocyte—-macrophage colony stimulating factor), moléculas sintéticas e
analogos de parede bacteriana podem induzir tal ativagdo em macréfagos
(MURRAY et al., 2014). Sabe-se que moléculas de LPS presentes em preparagdes
de cultivo celular como contaminantes, em concentragées minimas da ordem de 100
ng/mL, podem ativar macréfagos peritoneais (XIAO-XIAO et al., 2017). Experimentos
de co-cultura foram realizados na presenga de polimixina B (10 pg/mL) com o
objetivo de investigar a possivel participagcdo de moléculas de LPS na ativacéo
macrofagica promovida por CMS2. A molécula de polimixina B se apresenta como
um agente catidnico com extensa cauda hidrofébica capaz de se ligar avidamente a
porcao lipidica de fragmentos de LPS neutralizando suas caracteristicas endotoxicas
(MORRISON & JACOBS, 1976; LANDMAN et al., 2008; XIAO-XIAO et al., 2017).
Sabe-se que polimixina B, quando utilizada na concentracdo de 10 pg/mL, é capaz
de anular os efeitos promovidos por LPS em concentragdo de até 1000 ng/mL
(XIAO-XIAO et al., 2017). Essa concentragc&o de polimixina B, no entanto, ndo afetou
a atividade citotéxica de macréfagos pré-expostos a sub-fragdo, mostrando que o
efeito de CMS2 parece ocorrer, independentemente, da presenga de LPS (Figura
1C).

Macrofagos através da producédo e da liberacdo de mediadores soluveis podem
promover a morte de células alvo independentemente do contato fisico e/ou de
fagocitose. Sendo assim, realizamos experimentos de culturas de macréfagos e de
células tumorais em compartimentos distintos (superior e inferior, respectivamente)
de aparatos "transwell" e que foram, posteriormente, co-cultivados (Figura 2A). Os
resultados mostram que mesmo sem o contato fisico, entre ambos os tipos
celulares, macrofagos expostos a CMS2 sédo capazes de promover a morte de
células tumorais com aumento (em torno de 23%) no conteudo de DNA sub-diploide
destas ultimas (Figura 2B). Esses dados levaram a investigagdo dos provaveis
mediadores citotdxicos secretados por macrofagos, apos exposigao as proteinas de
CMS2, e a comparacao de possiveis modulagdes apresentadas pelo tratamento com
CMS1, sub-fracdo que parece nao apresentar atividade estimulatéria sobre

macrofagos.
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6.2 Mediadores tumoricidas induzidos em macréfagos por CMS1 e CMS2

Macrofagos classicamente ativados (M¢-Ca), ou ditos M1, se tornam tumoricidas por
liberarem compostos citotoxicos como perdxido de hidrogénio (H20;), 6xido nitrico
(NO, do inglés Nitric oxide), Fator de necrose tumoral (TNF-a, do inglés Tumor
necrose factor), Interleucinas -1 (IL-1B) e Interleucina-6 (IL-6) e promotores de
resposta imune antitumoral como interleucina-12 (IL-12), IFN-y, proteina inflamatdria
de macrofagos-a (CCL3/MIP1-a, do inglés Macrophage Inflammatory Protein-a) e
proteina quimiotatica para macréfagos (CCL2/MCP-1, do inglés monocyte
chemoattractant protein-1) (MANTOVANI et al., 2013; TUGUES et a.l, 2015;
CARSON et al., 2017). Com base nesses dados sugere-se que proteinas contidas
na sub-fragdo CMS2 poderiam modular a producéo/secrecio de tais moléculas e de

espécies reativas correlacionadas com a atividade tumoricida de macréofagos.

Primeiramente, foram realizados experimentos para a determinacao dos efeitos das
sub-fragdes (CMS1 e CMS2) sobre a producdo de NO e de espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) produzidas por cultura de
macrofagos peritoneais. Os resultados mostram que tanto CMS1 quanto CMS2
promoveram o aumento dos niveis de nitrito de forma concentragdo dependente
(Figura 3). Por outro lado, CMS2 (Figura 3B e 4B) em todas as concentragbes
utilizadas, promoveu aumento mais pronunciado que CMS1 (Figura 3A e 4A). Sabe-
se, desde 1984 apds trabalho publicado por MAVIER & EDGINGTON, que M¢-Ca
produzem NO e ROS que medeiam a atividade antitumoral ao inibirem a respiracao
mitocondrial, que culmina na citdlise das células alvo (GOENKA et al., 1998). Dessa
forma, sugere-se que os niveis elevados de NO e ROS teriam papel importante na

citotoxicidade de macréfagos promovida por CMS2.

Como mostrado na Figura 5, macréfagos expostos tanto a CMS1 quanto a CMS2
apresentam aumentos dos niveis secretados de citocinas promotoras de
citotoxicidade, como IL-1B (Figura 5B), IL-6 (Figura 5C) e CCL2/MCP-1 (Figura 5E),
sendo que apenas CMS2 foi capaz de promover aumento significativo nos niveis de
TNF-a (Figura 5D). Além disso, CMS2 foi mais potente e/ou mais eficaz que CMS1
em promover o aumento dos niveis dessas citocinas. Mais potente, pois, mesmo

quando utilizada em menores concentragdes (5 e 10 ug/mL) se observou efeito igual
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ou superior a maior concentracdo de CMS1. Mais eficaz, pois, quando utilizadas
(CMS1 ou CMS2) na concentragédo de 20 pg/mL, CMS2 promove um aumento ainda
maior nos niveis de IL-6 (Figura 5C) em relagao ao observado para a exposi¢cao dos

macrofagos a CMSH1.

Dessa forma, propde-se que esses maiores niveis de NO; ROS; IL-6 e TNF-a
produzidos por macréfagos expostos CMS2 seriam os responsaveis pelo efeito
tumoricida observado (Figura 1B). O mesmo nao se pode afirmar sobre a liberagao
de IL-1B e CCL2/MCP-1, cujos niveis estdo aumentados, semelhantemente, tanto
em cultura de macrofagos expostos a CMS1, quanto para as expostas a CMS2. Ja a
citocina TNF-a se caracteriza como um dos mediadores chave da atividade
citotoxica de macrofagos ativados por CMS2, por ter seus niveis aumentados,
unicamente, em culturas expostas a essa sub-fragdo (Figura 5D). Aumentos nos
niveis de IL-12 somente foram observados para o tratamento dos macrofagos com a
sub-fragdo CMS1 (Figura 5A). Sabe-se que, a produgdo de IL-12 por macréfagos
ativados tem dentre outras fungdes aumentar a resposta imune do tipo Th1 e a auto-
ativagcdo macrofagica (XING et al., 2000). Nesse sentido, niveis elevados de IL-12,
observados em culturas de macrofagos expostos a CMS1, seriam importantes para
a auto-ativacao e tentativa de estabelecimento do fendtipo tumoricida que, contudo,
nas concentracdes utilizadas nao foi observado. Por outro lado, acreditamos que a
nao elevacao dos niveis de IL-12 pelo tratamento com CMS2, sub-fracdo capaz de
promover a atividade tumoricida de macrofagos, deva-se a algum sistema contra-
regulatorio desencadeado pela presenga de altos niveis de mediadores tumoricidas
(MEDVEDEV et al., 2000; FUKAO et al., 2002).

CCL2/MCP-1 por ser uma citocina envolvida na ativagdo do fendtipo tumoricida
apresenta papel fundamental na citotoxicidade mediada por macrofagos ao ser
capaz de estimular a producao de mediadores pro-inflamatérios como TNF-a e NO
(CARSON et al., 2017). Sabe-se, também, que a sinalizagdo desencadeada por
ROS pode regular a transcrigao de citocinas como IL-18 e TNF-a (TAN et al., 2016).
Assim sendo, a elevagdo dos niveis de CCL2/MCP-1 e de ROS, em culturas de
macrofagos, pelo tratamento com as sub-fracbes contribuiria para niveis

aumentados de citocinas, como IL-1B3, IL-6 e TNF-a (Figura 5B, C e D). Nesse
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sentido, acreditamos que tais mediadores, citocinas e/ou quimiocinas, possam agir
de forma sinérgica na promogado da morte de células tumorais induzida por

macrofagos expostos a CMS2.

Em sua grande maioria, TAMs s&o capazes de promover a angiogénese, a invasao
e metastases, pela producdo de moléculas pro-angiogénicas e promotoras do
remodelamento tissular como fator de crescimento para endotélio vascular (VEGF,
do inglés vascular endothelial growth factor), fator transformador de crescimento
(TGF- B, do inglés transforming growth factor ) e metaloproteinases (CONDEELIS &
POLLARD, 2006; GREEN et al.,, 2009; RHEE et al., 2016). Assim, ao avaliar a
atividade da metaloproteinase de matriz (MMPs, do inglés matrix
metalloproteinases), do tipo 9, e os niveis de TGF-$ e VEGF produzidos por cultura
de macréfagos expostos a CMS1 ou CMS2, observa-se que as duas sub-fragdes
sdo capazes de reduzir a atividade de MMP-9 (Figura 7) e os niveis de ambos
mediadores de forma expressiva (Figuras 6A e 6B). Os macréfagos quando
expostos a sub-fragcdo CMS1 apresentaram perfis de inibicdo de TGF-f e VEGF
semelhantes ao observado para CMS2. Contudo, o tratamento com CMS2 foi mais
potente que CMS1 em relagdo aos niveis de VEGF, evidenciado na menor
concentragao utilizada (5 ug/mL). Da mesma forma, a redugao da atividade de MMP-
9 em macréfagos expostos a CMS1 foi menos pronunciada (56-89%), quando
comparada a promovida por CMS2 (72-100%), e ocorre apenas nas maiores
concentracdes. Considerando que a modulagao promovida por CMS2 in vitro se
reproduza in vivo, esta promoveria ndo somente a capacidade tumoricida dos TAMs,
mas também, reduziria a formagdo de novos vasos, o remodelamento da matriz

extracelular e, consequentemente, a capacidade de formacado metastatica.

Ao se observar a propor¢ao entre os niveis secretados de citocinas pré-inflamatoérias
(IL-12, IL-1B, TNF-q, IL-6 e CCL2/MCP-1) e anti-inflamatéria (TGF-B), percebe-se o
desdobramento de um perfil inflamatério em macréfagos expostos as sub-fragdes,
quando comparados ao perfil de culturas controle. Com isso, se pode concluir que
tanto CMS1 quanto CMS2 apresentariam um efeito imunomodulador sobre
macrofagos peritoneais. Contudo, as proteases de CMS1, nas concentragbes

utilizadas, ndo sido capazes de desencadear um perfil inflamatorio/tumoricida
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satisfatorio a ponto de induzir a citotoxicidade de macréfagos sobre células

transformadas.
6.3 Vias macrofagicas intracelulares ativadas por CMS2

Sabe-se que a inducdo do fendtipo tumoricida pode se dar pela ativacido de
diferentes vias intracelulares, a partir de estimulos e receptores macrofagicos
distintos, que podem gerar mediadores inflamatorios comuns e caracteristicos de tal
fenotipo (RAO, 2001; CAAMANO et al, 2002; ARRANZ et al., 2012 e
COVARRUBIAS et al., 2015). Proteases contidas em CMS2 induzem, in vitro, um
fendtipo tumoricida em macrofagos peritoneais, porém nao se sabe, até o momento,
como se caracteriza a interacdo dessas proteinas com os macréfagos, e quais

seriam as moléculas e/ou receptores envolvidos.

CMS2 é composta por cinco proteases denominadas de CMS2MS1 - 5. Sabemos
que CMS2MS2 apresenta similaridade estrutural, a nivel de estruturas primarias e
terciarias, com a molécula do fator de crescimento do Plerocercoide (PGF, do inglés
“Plerocercoid Growth Factor”) (GOMES et al., 2009). PGF é um fator que foi isolado
do verme parasita Spirometra mansonoides, peculiar por acelerar o crescimento do
hospedeiro de uma maneira similar ao horménio do crescimento (GH, do inglés
Growth Hormone). PGF foi caracterizado como uma cisteino protease com
aproximadamente 50% de identidade com outras cisteino proteases de mamifero e
nenhuma homologia com o GH humano (Phares, 1996). Entretanto, PGF & capaz de
interagir com receptores do horménio de crescimento (GHRs, do ingles do inglés
Growth Hormone Receptors) e provocar efeitos bioldégicos semelhantes aos
mediados por hormoénios de mamiferos (PHARES & KUBIC, 1996). Gomes e col.
(2009) mostra que nao foi possivel destacar uma regidao que pudesse diferenciar de
maneira clara as estruturas de CMS2MS2 e de PGF, o que abriria precedentes para
um possivel mecanismo de acdo de CMS2MS2 via interagdo com GHRs de
mamiferos. Inicialmente, Edwards e colaboradores (1988) mostraram que
macrofagos expressam GHRs, e que GH promove a ativagado dessas células, com
efeito similar ao promovido pelo classico ativador, IFN-Y.  Adicionalmente,
experimentos realizados por Uronen-Hansson e col. (2003) mostraram que GH
promove a secrecdo de citocinas pré-inflamatérias como IL-1B, IL-6 e TNF-a em
monocitos obtidos do sangue total de humanos. Ja em macrofagos peritoneais o GH
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foi capaz de desencadear a transcricdo de INOS e a produgdo de NO (KUMAR &
MENON, 2003).

Sabe-se também que a atividade proteolitica das proteinas contidas em CMS2
promovem a clivagem, in vitro, de substratos sintéticos de todos os quatro sub-tipos
(PAR- 1 a 4) de receptores ativados por proteases (PARs, do inglés Protease-
activated receptors). A diferenga mais marcante foi observada na clivagem do
substrato PAR-2 pela protease CMS2MS2, que foi aproximadamente 10 vezes maior
que todas as outras proteases estudadas (GOMES, 2008). A ativagao desse tipo de
receptor ocorre apos clivagem, por proteases, do sitio localizado no dominio amino-
terminal, quando é formada uma nova extremidade que funciona como ligante, e que
apesar de estar unido ao receptor é capaz de ativa-lo ao sofrer uma tor¢ao, seguida
de ligagdo a segunda alga extracelular (GIESELER et al., 2013). De acordo com
experimentos realizados por Johansson e colaboradores (2005), a ativagao de PAR-
2 em macrofagos € capaz de desencadear a produgdo de mediadores como IL-6,
CXCL8/IL-8 e IL-1B. Assim, podemos sugerir que a ativagdo de GHRs e de PARs
possa ocorrer apos exposicao de macrofagos a CMS2, e contribuir com vias de
sinalizacdo que levem a producao de mediadores caracteristicos do fendtipo

tumoricida.

Diante disso, se propbs avaliar as vias intracelulares que estariam ativadas em
macrofagos pela exposi¢gao a sub-fragdo CMS2. Dentre varias vias de sinalizagao
intracelulares ativadas durante o estabelecimento do fendtipo tumoricida em
macrofagos, chama-se a atencao para as vias do NFk-B; da COX-2; das MAPKs e
da Akt/PI3K.

Inicialmente, a quantificagao do fator de transcricdo nuclear NF-kB (p65) mostra que
o tratamento dos macrofagos com CMS2 aumenta em até 72% a quantidade
intracelular dessa proteina (Figura 9A). A ativacéo e a translocagéo nuclear de NF-
KB estdo associadas ao aumento da transcrigdo de diferentes genes que codificam
mediadores e enzimas inflamatdrias como Oxido nitrico sintase induzivel (iINOS, do
inglés induced nitric oxide synthase), ciclooxigenase-2 (COX-2), quimiocinas
(CXCLS8/IL-8), moléculas de adesao (ICAMs, VCAMs e ELAMSs) e citocinas como IL-
1, IL-2, TNF-q, e IL-12 (WANG et al., 2014). O aumento nos niveis secretados de

NO, IL-1, TNF-a e IL-12, foi observado pelo tratamento dos macréfagos com CMS2,
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O que seria, pelo menos em parte, promovido pela ativacdo de NF-kB e,
consequente, expressao de genes que codificam tais mediadores.

NF-kB se apresenta como um complexo trimérico citosodlico, pré-formado por um
dimero protéico p50/p65 associado a uma proteina inibitoria IKB. A sinalizagao
extracelular leva a ativacdo de duas IkB kinases, IKKa e IKK[}, que promovem a
fosforilacdo de IkB. Apos fosforilagdo, IkB se dissocia do complexo resultando na
migragcédo de NF-kB para o nucleo celular e ativagado da expressao de genes alvo (Liu
et al., 2017). A quantificagao intranuclear de NF-kB (p65) e de IkB ndo foram
realizadas e, portanto, ndo foi possivel demonstrar que o aumento de NF-kB
intracelular, promovido pelo tratamento com CMS2, levaria a aumentos na ativacao
e na transcricdo de genes alvo. Tais quantificacbes precisam ser realizadas para
melhor delineamento dos mecanismos pelos quais CMS2 estaria promovendo a

ativagdo de macroéfagos.

Como dito anteriormente, a ativacido de NFk-B pode levar a aumentos na expressao
de varios mediadores inflamatérios como as prostaglandinas, via indugdo da
expressédo de COX-2. Ativadores, em alguns tipos celulares, induzem o aumento da
enzima COX-2 via ativagdo de NFk-B. Wadleigh e colaboradores (2000)
demonstraram que apesar do envolvimento do fator NFk-B na ativacao intracelular
de macrofagos promovida por LPS, ndo ha contribuicdo do mesmo na transativagao
génica de COX-2. Pelos resultados aqui apresentados, observa-se que a via de
ativacdo de NFk-B promovida pelo tratamento com CMS2, assim como o descrito
pela exposicao ao LPS, ndo leva a aumentos da proteina COX-2 em macréfagos
(Figura 9B). Isto deve ocorrer devido a interagdes extracelulares entre proteinas

pertencentes a CMS2 e/ou ao tipo de sinalizagao intracelular desencadeada.

Sabe-se que proteinas quinases (PKs, do inglés Protein Kinases), em especial
proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKs, do inglés Mitogen-Activated
Protein Kinases), possuem interligacdo com vias do NF-kB e da Proteina Ativadora-1
(AP-1, do inglés Activator Protein-1) na modulagdo da resposta de macréfagos a
estimulos externos (DONG et al.,, 1993, AGA et al., 2004). MAPKs, uma vez
ativadas, levam a ativacdo de NF-kB através da fosforilagdo de |kBa (CARTER et

al.,1999). Além disso, estimulos variados se mostram capazes de ativar, em
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macroéfagos, proteinas pertencentes as trés sub-familias de MAPKs, denominadas
de ERKs (Extracellular Signal-Regulated Kinases), p38 MAPks e JNK/SAPKs (c-Jun
N-terminal Kinase/Stress-Activated Protein Kinases) (RAO, 2001). Adicionalmente,
estudos mostram que MAPKs possam regular a transcricdo e/ou translagado de
varios mediadores inflamatérios como NO, TNF-a e IL-1B (RAO, 2001). Contudo, o
tratamento dos macrofagos com CMS2 n&o promove alteragdes nas vias de MAPKs,
avaliadas aqui pela fosforilagdo de p38; de SAPK/JNK (Figuras 9C e 9D).
Quantificagdes da fosforilagdo de ERK 1/2 foram realizadas, porém nao foram
concluidas. Contudo, os dados prévios descartam o envolvimento da ativacdo de
ERKs no o efeito ativador de CMS2 sobre os macréfagos. Assim, os dados mostram
que a possivel ativacao da via de NFk-B e, consequente, producdo dos mediadores

inflamatdrios, acima citados, ocorreria por vias independentes a ativacao de MAPKSs.

Vias de sinalizacdo como PI3K/Akt também estdo envolvidas com a ativagéo, assim
como com o metabolismo macrofagico e que, somado a isso, Akt pode controlar a
sinalizagdo mediada por NFk-B (COVARRUBIAS et al., 2015). A interagdo com o
receptor Toll-Like 4 em macréfagos LPS-ativados, desencadeia o acoplamento da
enzima fosfatidilinositol-3-kinase (PI3K), mediada pela proteina adaptadora BCAP,
seguida de ativagdo da proteina kinase B (Akt) que inibe a proteina alvo da
rapamicina (mMTOR) (COVARRUBIAS et al., 2015). O genoma de mamiferos codifica
trés subtipos distintos de proteinas Akt das quais apenas dois, Akt1 e Akt2, sdo
expressos por macrofagos (ZHOU et al.,, 2006). O tratamento de culturas
macrofagicas com a sub-fragdo CMS2 promove aumento da fosforilagdo de Akt,
determinado pelas fosforilagbes nos residuos 473 de serina, que nao distingue os
dois subtipos. Arranz e col. (2012), ao utilizarem macréfagos provenientes de
animais deficientes para os genes codificadores de tais proteinas (Akt1 —/- ou Akt2
-/-), sugerem que a auséncia de Akt1 inibe, enquanto que, Akt2 promove o fenotipo
tumoricida, ao passo que a perda de Akt1 e Akt2, aumenta e reduz,
respectivamente, a ativacdo e o desenvolvimento desse fendtipo. Além disso,
macrofagos Akt1-/- e estimulados com LPS apresentam hiperprodugdo de NO,
TNF-a e IL-6, enquanto que macrofagos Akt2-/- produzem baixos niveis desses
mediadores proé-inflamatérios. Com base no tipo de anticorpo aqui utilizado, nao

podemos definir o subtipo de Akt que estaria com sua atividade aumentada. No
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entanto, sugerimos que o aumento da fosforilagdo da Akt2 estaria de acordo com o
perfil tumoricida de macrofagos, observado para o tratamento com a sub-fragao
CMS2.

De acordo com as vias de sinalizacdo aqui analisadas e sabendo do importante
papel da ativagdo de NF-kB (YANG & ZHANG, 2017) e da via PI3k/Akt
(COVARRUBIAS et al., 2015) na polarizagédo do fendtipo antitumoral de macroéfagos,
pode-se concluir que a producdo de mediadores presentes no sobrenadante de
culturas macrofagicas e o efeito tumoricida observados, apés tratamento com CMS2,
estariam, em parte, associados a ativagao das vias Akt e NF-kB.

6.4 Atividade antitumoral/antimetastatica e modulagdo do microambiente

tumoral

Por ser CMS2 a sub-fragcdo capaz de induzir, in vitro, o fendtipo tumoricida de
macrofagos, avaliou-se in vivo a atividade da mesma sobre o desenvolvimento, em
camundongos BALB/c, do carcinoma de mama metastatico 4T1. Pelo
acompanhamento do volume tumoral, observa-se que o efeito inibidor do
crescimento tumoral promovido por CMS2 inicia-se, para todas as doses utilizadas,
apos o 14° dia de tratamento, que corresponde ao 17° dia de desenvolvimento
tumoral (Figura 10A). No 22° dia de tratamento se pode observar que CMS2 impede
o crescimento dos tumores (29, 22 e 43 %) (Figura 10B) e de metastases
pulmonares (51, 43 e 49 %), respectivamente, nas doses de 0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg
(Figura 10C).

O modelo de carcinoma de mama 4T1 é classificado como tumor inflamatério, uma
vez que, tem seu desenvolvimento associado a presenca de células e de
mediadores inflamatoérios (Dupré et al., 2007). Viana e col. (2013) ao analisarem
parametros inflamatorios e angiogénicos de trés diferentes modelos tumorais
murinos (CT26.WT, B16F10 e 4T1) mostram que o carcinoma de mama 4T1 se
destaca como o mais inflamatdério por apresentar niveis intratumorais elevados de
nitrito, de citocinas como TNF-a; VEGF; TGF-3, e de marcadores leucocitarios como
atividade de mieloperoxidase (MPO) e de N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG).

Resultados anteriores mostram que a fragao proteolitica P1G10 (1 - 5 mg/kg) foi
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capaz de interferir no crescimento do carcinoma de mama 4T1 ao reduzir em até
51% o peso dos tumores. A redugcao dos tumores pelo tratamento dos animais com
P1G10 foi associada a redugao da inflamacgao tumoral pela diminuicdo, em torno de
50%, dos niveis intratumorais de citocinas pro-inflamatorias/angiogénicas, como IL-
1B; IL-6; KC/CXCL1-3 e VEGF, e do numero de leucécitos aderidos a vasos peri-
tumorais (52%) (BRAGA et al., 2013).

Neste trabalho CMS2, sub-fracdo obtida de P1G10, também foi capaz de reduzir os
niveis intratumorais de mediadores pro-inflamatorias/angiogénicas, como IL-1f3
(Figura 11A), TGF- B (Figura 12A) e VEGF (Figura 12C) e nao alterou os niveis de
TNF-a (Figura 11B), IL-10 (Figura 12B) ou CCL2/MCP-1 (Figura 11D), em tumores
de animais portadores do carcinoma de mama 4T1. CMS2, ainda, promove aumento
nos niveis intratumorais de IL-12 (Figura 11C), dessa forma aumenta a propor¢ao IL-
12/IL-10 que associada a baixos niveis de TGF-B se caracteriza como um cenario
propicio para o desenvolvimento do fendtipo tumoricida de macrofagos e a
promogao, in vivo, de uma resposta imune antitumoral mediada por TAMs (TUGUES
et al., 2015). A nado alteragao dos niveis intratumorais de TNF-a (Figura 11B) em
adicdo a redugdo dos niveis de IL-1B pelo tratamento dos animais com CMS2, de
certa forma nos leva a pensar em uma acgao seletiva sobre mediadores
canonicamente inflamatérios (IL-18, IL-6, TNF-a, PGE;), a qual posteriormente
precisaria ser investigada. Por outro lado, acreditamos que a n&o alteragdo dos
niveis intratumorais de CCL2/MCP-1 (Figura 11D) seja importante para os efeitos
promovidos pelo tratamento com CMS2, ja que essa quimiocina € capaz de
promover a infiltracdo, a ativacdo e por consequéncia a citotoxicidade mediada por
macrofagos (LIU &CAO, 2014; CARSON et al., 2017).

A avaliagdo da atividade intratumoral de MMPs (Figura 13) revelou que o tratamento
com CMS2 néo é capaz de alterar a atividade de MMP-9 (Figura 13B), porém reduz
de forma expressiva (79%) a atividade de MMP-2 (Figura 13C). Metaloproteinases
do tipo 2 e 9 (gelatinases), sdo capazes de promover a degradagédo de moléculas de
colageno do tipo IV e contribuir para o remodelamento e angiogénese tumorais
(GILLES et al., 2013). A forma latente de MMP-2 pode sofrer ativagdo pela acédo de
uma sub-classe de MMPs denominadas MMPs membrana-associadas (MT-MMPs,
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do inglés Membrane-Type MMPs). Ja foram identificados seis sub-tipos de MT-
MMPs (MMP-14, 15, 16, 17, 24, 25) e todos, exceto o sub-tipo MMP-17, apresentam
capacidade proé-ativadora de MMP-2 (ZUCKER et al., 2003). Assim, a inibicdo de
MMP-2 levaria a inibigcdo indireta do efeito de todos os sub-tipos de MT-MMPs
citados cima. Dados estes, que demonstram a importante participagcdo de MMP-2
para o crescimento tumoral e o impacto de tratamentos que promovam, assim como

CMS2, a inibigao de sua atividade.

A atividade de MMPs pode ser regulada, in vivo, por inibidores teciduais especificos
para MMPs (TIMPs, do inglés Tissue Inhibitors Metallo Proteinase) (GILLES et al.,
2013). A inibicdo ocorre por ligagao direta da por¢do N-terminal, do inibidor, ao sitio
de ativacdo de MMPs (MASKOS, 2005; LOFFEK et. al, 2011; KHALID, A. & JAVAID,
2016). Os diferentes sub-tipos de TIMPs compartilham 40% da estrutura basica, que
consiste em porcdes N- e C-terminais os quais contém seis residuos de cisteina
cada um (MURPHY, 2011; KHALID, A. & JAVAID, 2016) .

Baseado nisso, podemos sugerir que o efeito de inibigdo, in vivo, da atividade de
MMPs observado pelo tratamento com CMS2 possa ser, em parte, atribuido a
atividade proteolitica intrinseca de cisteino-proteinas que compdem essa sub-fragcao.
A protedlise levaria a liberacdo de TIMPs, ou de partes dos mesmos, pelo tecido
tumoral que seriam capazes de se ligar a MMPs e inibir a atividade dessas enzimas.
Observacdes em varios sistemas experimentais confirmam a importancia de TIMPs
e/ou da inibigdo de MMPs no combate a formagdo tumoral, ao demonstrarem
atividades inibidoras sobre a angiogénese, assim como, sobre o crescimento de
tumores e metastases (LOFFEK et. al, 2011; KHALID, A. & JAVAID, 2016). Contudo,
para confirmagao de tal hipétese a quantificacdo e/ou expressao intratumoral de
TIMPs deve ser realizada.

Com base nos resultados aqui descritos, e os obtidos em estudos paralelos do
grupo, acredita-se que o efeito de CMS2 sobre tais enzimas seja tempo-dependente
do desenvolvimento tumoral. Apés 15 dias do indculo, é possivel observar apenas a
atividade de MMP-9, onde o tratamento com CMS2 reduz a atividade dessa enzima
em 12% (Apéndice D- Figura 1A). Com isso, pode-se concluir que o efeito de CMS2
ocorre de forma distinta sobre as diferentes MMPs. O efeito de reducéo ocorreria,

primeiramente, sobre MMP-9 e, posteriormente, sobre MMP-2 (Figura 13C). Os
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efeitos de reducdo sobre ambas as MMPs seriam importantes para a atividade
antitumoral e antimetastatica de CMS2 observadas, respectivamente, a partir 17°
(Figura 10A) e no 25° dia de desenvolvimento tumoral (Figura 10B). Assim, com
base no resultado do Apéndice D (Figura 1A) e no atual trabalho, sugere-se que a
reducdo da atividade de MMP-9 por CMS2 nao é sustentada pela continuidade do

tratamento e que, além disso, ocorra uma transigdo de enzimas-alvo.
6.5 Modulagao de macréfagos associados a tumores

Com base na plasticidade génica de TAMs, varios estudos tém demostrado que
estes quando expostos e ativados a estimulos apropriados se tornam capazes de
desempenhar papel de grande relevancia na montagem de resposta imune
antitumoral n&o-especifica (GERMANO et al, 2013; STOCK et al., 2013;
HIROSHIMA et al., 2014; NIU et al., 2016)

A enzima NAG se caracteriza como um marcador da ativagdo macrofagica, uma vez
que é produzida por macrofagos ativados (BARCELOS et al.,, 2005). Resultados
anteriores levam a hipotese de que a fragdo P1G10 promoveria sua atividade
antitumoral pela ativagdo do fendtipo tumoricida de TAMs, ja que a redugao da
inflamacg&o no tumor esteve associada a um aumento de 157% da atividade de NAG
intratumoral (BRAGA et al., 2013). Neste trabalho a atividade de NAG em tumores
de animais tratados por 22 dias, com CMS2, ndo apresenta alteracbes com relagao
a observada em tumores de animais controle (Figura 14). Contudo, resultados
obtidos apds, apenas, 14 dias de tratamento (Apéndice D — Figura 1B) mostram que
a atividade de NAG intratumoral se apresenta 36% aumentada em relacdo a
atividade de animais controle. Os resultados, em conjunto, sugerem que a
modulagdo de TAMs pelo tratamento com CMS2 ocorre no inicio do
desenvolvimento do carcinoma e que, tal atividade, é importante para o efeito
antitumoral observado (Figura 10A), porém, este efeito se perde ou se dilui a medida

que o tumor se desenvolve.

Macrofagos alternativamente ativados (M¢-AA), ou ditos M2, ao contrario de M¢-Ca,
sdo caracterizados pela baixa responsividade a agonistas de TLRs o que resulta em

baixos niveis de citocinas pro- e aumento das anti-inflamatérias. Ao passo que
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apresentam aumentos na expressao de receptores “scavengers”; para manose (MR
do inglés, Manose Receptor) e para galactose, e de proteinas membranares como
FIZZ-1 (do inglés, Found in Inflammatory Zone 1) e de Ym1/Chi3l3 (do inglés,
Chitinase 3-like Protein 3) (STEIN et al., 1992; RAES et al., 2002; GORDON &
MARTINEZ, 2010; RHEE, 2016). A avaliacdo da expressao de alguns desses genes
(MR-1, FIZZ-1 e Ym-1) foi realizada com o objetivo de investigar de forma especifica
a modulacéo, in vivo, do fenétipo de TAMs pelo tratamento com CMS2.

Os resultados mostram que tumores de animais tratados com CMS2 néo
apresentam alteragdo quanto a expressao do gene para MR (p>0,05), enquanto que,
a de FIZZ-1 (42%, p < 0,05) e de Ym-1 (59%, p> 0,05) se encontra reduzida (Figura
15). O MR é um importante receptor de fagocitose/endocitose que medeia a ligagao
e a ingestdo de proteinas e macromoléculas manosiladas, incluindo
microorganismos, que possuam manose em seus residuos de superficie, e
glicoproteinas soluveis. MR é expresso por macrofagos residentes e elicitados,
porém, nao Sao expressos por mondcitos ou por macréfagos IFN-v-ativados
(ALLAVENA et al., 2004).

Stein e col. (1992) relatam (como dados n&o mostrados) que outras citocinas, como
TGF-B; IFN-a e B; TNF-qa; IL-2; IL-6; GM-CSF ou IL-10, apresentam, in vitro, pouco
ou nenhum efeito sobre a atividade de MR, quando comparados ao promovido por
IL-4. Assim, a n&o alteragdo na expressao intratumoral de MR pelo tratamento com
CMS2 pode ser explicada pela modulagdo de citocinas intratumorais que nao
interferem diretamente na expressao desse receptor, sendo que a quantificagcao de

IL-4 nao foi realizada.

Com a redugao da expressao intratumoral de FIZZ-1 e de Ym-1, esta ultima mesmo
que nao significativa, sugere-se que esteja ocorrendo uma modulagédo de CMS2
sobre o estado ativacional de macréfagos, ou seja, o tratamento com a sub-fragéo
estaria, a principio, promovendo a descaracterizacdo do fendtipo M2 de TAMs.
Resultados anteriormente obtidos reforcam que essa descaracterizacdo de fato
ocorra, pois, em culturas de macréfagos M2, IL-4-induzidos, observa-se redugao em

torno de 50% da expressao dos genes para FIZZ-1 e Ym-1 (Apéndice E — Figuras
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1A e 1B). A utilizagao do termo descaracterizagao se faz necessaria pelo fato da nao
avaliacdo de marcadores especificos que caracterizariam o fenotipo tumoricida (M1)
de macrofagos. Contudo, a redugdo na expressao intratumoral de FIZZ-1 e,
possivelmente, de Ym-1 pelo tratamento com CMS2, juntamente com o aumento dos
niveis de IL-12 (resposta imune do tipo Th1), em detrimento da resposta imune Th2,
demonstrada aqui pela diminuicdo dos niveis de TGF-, nos mostra um cenario que
favorece a competéncia imunoldégica e tumoricida inerente a tal fendtipo.
Adicionalmente, os resultados in vitro com macrofagos peritoneais, ja discutidos,
reforcam a idéia de que o tratamento in vivo com CMS2 possa promover o fenétipo
tumoricida em macrofagos. Neste sentido, temos indicios de que a
descaracterizagao de M2 pela sub-fragao teria grandes chances de, de fato, ser uma

reversdo do fendtipo de TAMs, de M2 para M1.

Varios outros trabalhos corroboram os resultados aqui mostrados, ao descreverem a
importancia e a capacidade de tratamentos imunomoduladores em prevenir ou de
reverter o fendtipo M2 de TAMs, e assim, serem eficazes no combate a formacéao
tumoral (RHEE, 2016). Como exemplo desse tipo de tratamento, temos relatos do
uso de compostos de diferentes etiologias, os quais demonstram atividade
antitumoral em diferentes modelos murinos. Tymosin-a, horménio imunomodulador,
€ capaz de reeducar TAMs em células dendriticas, que participam da resposta
antitumoral do organismo e produzem elevados niveis de citocinas pro-inflamatérias
(GARACIET et al., 2012). Celecoxibe, inibidor seletivo de COX-2, e B-Glucan,
polissacarideo derivado de leveduras, se mostram potentes imunomoduladores com
propriedades antitumorais e de diferenciagdo do fendtipo de TAMs para o
tumoricida/pré-inflamatério M1 (CHAN et al.,, 2009; NAKANISHI et al., 2011).
Ferumoxytol inibe, significativamente, o crescimento do adenocarcinoma subcutaneo
em camundongos, e a inibicdo esta acompanhada do aumento de macréfagos M1
no tecido tumoral (ZANGANEH et al., 2016). Nesse sentido, Yang & Zhang (2017)
descrevem que a modulagdo das propriedades antitumorais de macréfagos, por
varios modificadores da resposta bioldgica, compreende area de interesse ativo na

quimioterapia do cancer.
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Complementariamente, com o propdsito de avaliar a participacao, in vivo, de TAMs
no efeito antitumoral de CMS2, utilizamos modelo descrito por Cho e col, (2012).
Nesse modelo experimental, os autores demonstraram que macréfagos-M2, quando
co-inoculados com células de carcinoma de mama 4T1, sao capazes de promover o
aumento do tumor e o numero de metastases pulmonares em relagdo a animais que
receberam indculo unico da linhagem 4T1. Ao utilizar modelo adaptado ao descrito
por Cho e colaboradores, foi possivel observar que o efeito antitumoral de CMS2
surge, precocemente, ja no 15° dia de desenvolvimento tumoral, apenas em tumores
4T1 acrescidos do inéculo de macrofagos-M2 (Figuras 16A e 16B). Dosagens de
citocinas intratumorais, posteriormente realizadas, revelaram que o tratamento com
CMS2 aumenta em 143% os niveis de IL-12 em tumores provenientes do co-indculo.
Nesse sentido, Wang e col. (2017) mostram que nanoparticulas com carga util de IL-
12 ja foram utilizadas como tratamento de combate a tumores e possuem atividade
antitumoral por favorecerem o estabelecimento do fenétipo tumoricida em TAMs.
Com isso podemos propor que o aumento de IL-12 pelo tratamento com CMS2
poderia, em parte, justificar a atividade antitumoral observada, também, no modelo
4T1/M2. Assim, os resultados em conjunto reforcam, mais uma vez, a hipétese de
que a sub-fracdo CMS2 promova modificagdes tumorais que dependam da presenca
de TAMs e, provavelmente, da modulacdo do fendtipo destes para exercer seus

efeitos antitumoral e antimetastatico.
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7 CONCLUSAO

Pelo exposto, podemos concluir que CMS2 apresenta atividade antitumoral e
antimetastatica, dentre outros mecanismos, pela modulagao da atividade de TAMs.
Tal modulacado ocorre no sentido da ativagdo do fendtipo tumoricida, observada in
vitro, e pela descaracterizagcao do fenotipo-M2, mostrada in vivo. Acredita-se que
essa ativacdo de TAMs possa ocorrer por agao direta de CMS2 sobre vias
intracelulares macrofagicas, ou indireta, pela modulacédo dos niveis de mediadores

intratumorais que favoreceriam o desenvolvimento do fenétipo tumoricida.
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APENDICE A - Determinagio da viabilidade de macréfagos e células 4T1 ap6s
tratamento com CMS1 e CMS2
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Figura 1: Avaliagdo da viabilidade de macrofagos peritoneais apoés exposicdo a CMS1 ou
CMS2. Macréfagos peritoneais foram obtidos apds estimulagdo com tioglicolato (3%, ip, 3 dias),
cultivadosem placas de 96 pogos (1x105 céls/pogo) e expostos a CMS1, CMS2 (5- 40ug/mL) ou
controle (RPMI 1640) por 24 h. Posteriormente, as culturas foram expostas ao MTT (0,5mg/mL) e a
metabolizagdo do MTT em formazan foi determinado apdés 3h. Cada coluna representa a
porcentagem média de viabilidade celular = e.p.m. (n=6). Resultados estatisticamente diferentes do
grupo controle - *p< 0,01; ** p< 0,001 e ***p< 0,0001 (ANOVA, pés-teste Student-Newman-Keuls).
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Figura 2: Avaliacao da viabilidade da linhagem tumoral 4T1 apés exposi¢gdao a CMS1 ou CMS2.
As células foram semeadas em placas de 96 pogos (4x103 céls/poco) e expostos a CMS1, CMS2 (5-
40ug/mL) ou controle (RPMI 1640) por 24 h. Posteriormente, as culturas foram expostas ao MTT
(0,5mg/mL) e a metabolizagdo do MTT em formazan foi determinado apdés 3h. Cada coluna
representa a porcentagem média de viabilidade + e.p.m. (n=6). Resultados estatisticamente
diferentes do grupo controle - *p< 0,01; ** p< 0,001 e ***p< 0,0001 (ANOVA, pés-teste Student-
Newman-Keuls).
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APENDICE B - Curvas D.O. versus numero de macréfagos
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Figura 1: Curva para corre¢cdo dos niveis NO e ROS pelo numero de macréfagos em cultura.
Macréfagos peritoneais foram obtidos apds estimulagcdo com tioglicolato (3%, /5p 3 dias),
cultivadosem placas de 96 pocos em diferentes densidades celulares (104 - 10 céls/pocgo).
Posteriormente, as culturas foram expostas ao MTT (0,5mg/mL) e a metabolizagdo em formazan foi
determinada apds 3 h. As leituras espectrofotométricas foram realizadas em 570 nm. Cada ponto
representa a média + e.p.m da densidade optica obtida (n=4).
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Figura 2: Curva para corregcido dos niveis de citocinas pelo nimero de macréfagos em cultura.
Macrofagos peritoneais foram obtidos apds estimulagdo com tioglicolato (3%, ip, 3 dias),
cultivadosem placas de 24 pogos em diferentes densidades celulares(5x105 - 10° céls/pogo).
Posteriormente, as culturas foram expostas ao MTT (0,5mg/mL) e a metabolizagdo em formazan foi
determinada apos 90 min. As leituras espectrofotométricas foram realizadas em 570nm. Cada ponto
representa a média + e.p.m da densidade éptica (n=4).



APENDICE C - Padronizacio do modelo de carcinoma de mama 4T1

(A)

Volume tumor x 10° (mm3)
N

0' T T T
0 10 20 30
dias

(C)
80-

i 604

(]

B

@ 404

2

3 2 1 H
L EEEE

10 15 20 25

30

dias

40

(B)

Peso tumor (g)

Leucécitos/ cavidade x10°

——
U
15 20 25 30
dias
5-
4
—
T
20 25
dias

125

Figura 1: Curva de crescimento do carcinoma de mama 4T1. Camundongos BALB/c fémeas
receberam no flanco esquerdo inéculo de células 4T1 (106 céls/100 pL). O crescimento tumoral foi
acompanhado, do 1° ao 30° dia, através da medida de volume dos tumores com auxilio de um
paquimetro (A), da massa dos tumores (B), do niumero de metastases pulmonares (C), contabilizados
em pulmdes corados com tinta nanquim e (D) do nimero de leucdcitos presentes em lavado bronco-

alveolar.
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APENDICE D - Avaliagdo de MMP-9 e NAG em carcinomas 4T1 apés 15 dias de
desenvolvimento tumoral
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Figura 1: Efeito de CMS2 sobre a atividade das enzimas metaloprotease-9 e NAG em carcinoma
de mama 4T1. Camundongos BALB/c fémeas receberam no flanco esquerdo inéculo de células 4T1
(106 céls/100puL). Os animais foram tratados durante 14 dias com CMS2 (1,0mg/Kg) ou salina. No 15°
dia, os animais foram eutanasiados e os tumores processados. (A) O homogenato tumoral (15 ug) foi
aplicado em gel para eletroforese em acrilamida/gelatina. A analise semiquantitativa, das bandas nao
marcadas, foi realizada usando o programa de anadlise de imagem ImageJ® (B) O homogenato
tumoral foi colocado juntamente com o substrato p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminidase, para a
determinagao da atividade de NAG. Os resultados foram expressos em (A) porcentagem do controle
e (B) em concentracdo de p-nitrofenol/mg de tecido. Os dados representam média = e.p.m.
(***p<0,001),Teste t de Student. Resultados obtidos durante o desenvolvimento do Trabalho de
Concluséo de curso da aluna Livia Cristina Teixeira.
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APENDICE E - Avaliagio da expressio de FIZZ-1 e Ym-1 em macréfagos
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Figura 1: Efeito de CMS2 sobre a expressao de genes codificadores para FIZZ-1 e Ym-1. Células
medulares foram cultivadas em DMEM/meio condicionado da célula L929 para diferenciagao de
macréfagos (MO0). Para a obtencdo de macréfagos com fenétipo M2, macréfagos MO foram tratados
com IL-4 overnight. Dois grupos de macréfagos M2 receberam o tratamento de CMS2 1ug/mL ou
5ug/mL por 24h. A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada com primers especificos para
os genes citados. A Proporcéo relativa do mRNA para FIZZ-1 (A) e Ym-1 (B) foi realizada mediante
quantificagcdo da densidade Optica de bandas, visualizadas em luz UV, provenientes da corrida
eletroforetica em gel de agarose 1% dos produtos de reacdo e apds incubagdo em solugédo de
brometo de etidio. As analises de densidade 6ptica das bandas foram realizadas com auxilio do
software Image-J. Os dados representam média + e.p.m. (*p < 0,05 e ** p <0,01 ), One-Way ANOVA,
pos teste Bonferroni. Resultados obtidos durante o desenvolvimento do Trabalho de Conclusao de
curso da aluna Livia Cristina Teixeira.
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ANEXO A - Protocolo de aprovagao para o uso de animais experimentais
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UFMG

Senhor(a) Professor(a) Miriam Teresa Paz Lopes,

Apés andlise de sua solicitagdo de avaliagao do projeto Efeito antitumoral e antimetastatico de fragdes proteoliticas advindas do
latex de V. cundinamarcensis sobre modelo tumoral inflamatério, submetido a esta comissao pelo protocolo 219 / 2012, a CEUA

decidiu aprovar a sua solicitagao.

o
e,

Justificativa: Aprovado na reunido do dia 17/08/2015.

Para acessar ao seu projeto clique no link:
https ://vvaw.ufmg.br/bioetica/cetea/ceual

Belo Horizonte, 18/08/2015.
Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https ://vvaw.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il = 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 - Fax: (31) 3499-4592
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ANEXO B - Perfis cromatograficos de isolamento das proteases de V.
Cundinamarcensis
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Figura 1: Perfis cromatogréaficos de fragoes do latex de V. cundinamarcensis. A — A solugéo do
latex foi aplicada sobre a coluna Sephadex G10 e a determinagao do perfil protéico (280 nm) e da
atividade amidasica (BAPNA) permitiram a separacgéo de dois picos bem definidos, P1G10 e P2G10.
B — Em um segundo passo cromatografico, a fragao P1G10 foi aplicada em coluna de troca ibnica,
CM-Sephadex, e obteve-se a eluicao de 4 picos (CMS0-CMS3), sendo CMS1 e CMS2 os detentores
da maior quantidade de proteinas e atividade amidasica.



