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RESUMO

O oOxido nitrico (NO), produzido por macrofagos polarizados para o perfil M1,
possuindo um papel dicotbmico no controle de células malignas; estimulando ou
inibindo o seu desenvolvimento de acordo com sua concentracdo e/ou origem. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da inibicdo da produgéo de NO sobre a
polarizacdo de macrofagos e sobre o desenvolvimento tumoral. Inicialmente, foi
avaliada a citotoxicidade do hemissulfato de aminoguanidina (AG) em células Raw
264.7. Em seguida, foi avaliada a concentracdo efetiva para a inibicdo do NO por
macréfagos M1. Apos estes ensaios, foi escolhida a concentragdo de 1mM de AG. A
partir dai foi investigada se a AG interfere na polarizacdo de macréfagos M1 e M2,
baseado na producdo de NO e citocinas e na expressao de CD80, CD86 e iNOS.
Posteriormente, foi avaliado o tratamento com AG, na dose de 100mg/kg, v.0. em 3
tempos diferentes de tratamento, um inicial (AGI), final (AGF) e continuo (AGC), de
camundongos Swiss portadores das formas ascitica (n=30) e sdlida (n=54) do tumor
de Ehrlich. Os grupos Limpo e Controle ndo receberam tratamento e o grupo CICLO
foi tratado com ciclofosfamida monoidratada (Genuxal — Baxter Oncology) na dose de
25mg/kg, i.p. Nos animais com tumor ascitico foi avaliada a sobrevida. Nos animais
com tumor solido, foi acompanhada a area de crescimento do tumor e apos
eutanasiados foi realizada a coleta do soro para as andlises bioquimicas; retirada da
pata e orelha com tumor para analise histopatologica e retirada dos 6rgaos linféides e
lavagem peritoneal para verificar a celularidade e cultura. A AG néo foi capaz, por si
s6, de polarizar macréfagos Raw264.7, ndo alterando a producao de citocinas, nem a
expressdo de CD80, CD86 e iNOS. Entretanto, a inibicdo da INOS em macréfagos
polarizados para o perfil M1 intensificou a expressdo do CD80, CD86 e da iNOS. A
producdo das citocinas inflamatorias IL-6; MCP-1 e IL-12p70 e da reguladora IL-10
também foi aumentada. Macréfagos M1 ndo produziram NO na presenca do inibidor
em 24 e 48h, no entanto apos a retirada do inibidor, iniciaram a produzir NO, sendo
maior em 48 horas em relacdo ao grupo M1 nao inibido. Nos animais portadores do
tumor ascitico, o inibidor da iINOS nao foi capaz de aumentar a sobrevida e nem a
expectativa de vida. Em contrapartida, nos animais portadores do TSE, foi observado
nos grupos AGI e AGC um retardo no crescimento tumoral. Na andlise histopatolégica,
a presenca de vasos sanguineos foi menor nos grupos AGI, AGF e AGC. Em todos
0s grupos houve um predominio de infiltrado de células polimorfonucleares, necrose
e edema. Nao houve alteracdo na celularidade dos 6rgaos linfoides, com excecao da
celularidade do linfonodo drenante, que foi menor nos grupos AGI e AGC. Diante
disso, o blogueio da producdo NO pela iINOS, in vitro, intensifica a polarizacdo de
macrofagos M1 e a inibicdo desta enzima nos momentos iniciais da instalacdo do
tumor sélido de Ehrlich, impede o processo de angiogénese, retardando a progressao
tumoral.

Palavras-chave: oxido nitrico, macrofago M1, aminoguanidina, tumor de Ehrlich



XVii

ABSTRACT

Nitric oxide (NO), produced by M1 macrophages, has a dichotomous role in the control
of malignant cells, stimulating or inhibiting their development according to their
concentration and/or origin. The aim of this work was to evaluate the effect of inhibition
of NO production on macrophage polarization and on tumor development. Initially, the
cytotoxicity of aminoguanidine hemisulfate (AG) in Raw 264.7 cells was evaluated.
Next, the effective concentration for NO inhibition by M1 macrophages was evaluated.
After these assays, the concentration of 1ImM AG was chosen. Following, it was
investigated whether AG interferes in the M1 and M2 macrophages polarization, based
on the NO and cytokines production and the CD80, CD86 and iNOS expression.
Subsequently, treatment with AG at a dose of 100 mg/kg, v.o. in 3 different treatment
times, initial (AGI), final (AGF) and continuous (AGC), of Swiss mice bearing the ascitic
(n = 30) and solid (n = 54) forms of the Ehrlich tumor. The Clean and Control groups
received no treatment and the CICLO group was treated with cyclophosphamide
monohydrate (Genuxal - Baxter Oncology) at a dose of 25mg/kg, i.p. Survival was
evaluated in animals with ascites tumor. In the animals with solid tumor, the tumor
growth area was monitored and after the euthanasia the serum collection was done for
the biochemical analyzes; removal of paw and ear with tumor for histopathological
analysis and removal of lymphoid organs and peritoneal lavage to verify cellularity and
culture. AG was not able by itself to polarize Raw264.7 macrophages, without altering
the production of cytokines, nor the CD80, CD86 and INOS expression. However,
INOS inhibition in macrophages polarized into the M1 profile enhanced the CD8O0,
CD86 and iINOS expression. The production of inflammatory cytokines, IL-6, MCP-1
and IL-12p70, and the regulator, IL-10, was also increased. M1 macrophages did not
produce NO in the presence of the inhibitor in 24 and 48h, however after the withdrawal
of the inhibitor, they began to produce NO, being higher in 48 hours in relation to the
non-inhibited M1 group. In the animals bearing the ascites tumor, the iINOS inhibitor
was not able to increase survival or life expectancy. On the other hand, in the animals
bearing the solid tumor, a delay in tumor growth was observed in the AGI and AGC
groups. In the histopathological analysis, the presence of blood vessels was lower in
the AGI, AGF and AGC groups. In all groups there was a predominance of
polymorphonuclear cell infiltration, necrosis and edema. There was no alteration in the
cellularity of the lymphoid organs, except for the cellularity of the draining lymph node,
which was lower in the AGI and AGC groups. Therefore, blocking NO production by
INOS in vitro enhances the polarization of M1 macrophages and the inhibition of this
enzyme in the early stages of Ehrlich solid tumor implantation impedes the
angiogenesis process, delaying tumor progression.

Keywords: Nitric oxide, M1 macrophage, aminoguanidine, Ehrlich tumor.
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1 INTRODUCAO

O oxido nitrico (NO) é um radical livre, gasoso, inorganico, incolor (MURAD,
1999). Nos organismos vivos essa molécula é sintetizada a partir da oxidacédo da L-
arginina por uma familia de isoenzimas conhecidas como Oxido Nitrico Sintase (NOS,
do inglés nitric oxide synthase) (BANULS et al., 2014).

Os efeitos biologicos do NO estdo intimamente relacionados com as 3
isoformas de Oxido nitrico sintase: a NOS endotelial (eNOS), atuando na regulacao
circulatéria; a NOS neuronal (NnNOS), como transmissor neuronal e a NOS induzivel
(INOS), presentes principalmente em macréfagos M1 atuando no processo
inflamatorio, exercendo papel crucial nos mecanismos de eliminagdo de patégenos e
de células tumorais. (MONCADA; HIGGS, 1991; NATHA, 1992; BREDT; SYNDER,
1992; RATH et al., 2015).

Dados clinicos e experimentais indicam que os macrofagos e seus produtos,
como o NO, embora originalmente, fossem considerados parte de uma resposta
antitumoral, na grande maioria dos casos, promovem a iniciacdo, progressao e
metastase do tumor (QIAN; POLLARD, 2010). O efeito do NO sobre a progressao
tumoral depende da sua fonte, tipo e a atividade das NOS, células endoteliais tumorais
vasculares expressam predominantemente eNOS e 0s macri6fagos associados ao
tumor expressam iNOS (FUKUMURA et al., 2006).

Nosso grupo de pesquisa tem avaliado o modelo tumoral de Ehrlich, nas suas
duas formas, sélida e ascitica, na tentativa de elucidar os efeitos que NO possui no
processo de desenvolvimento e no controle tumoral em suas diferentes formas.
Assuncéo et al. (2011) e Fortes et al. (2011) demonstraram que animais tratados com
extrato hidroalcoodlico de geoprépolis (EHGP) e com o extrato aquoso de mesocarpo
de babacu (EAB) inibiu significativamente o desenvolvimento do tumor ascitico de
Ehrlich, conferindo o efeito tumoricida dos extratos ao aumento no nimero de células
do peritonio e na producdo de NO e H202. Em contrapartida, o efeito antitumoral do
EHGP na forma sélida do tumor de Ehrlich, foi conferida pela inibicdo da producao
destas espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, enquanto que o EAB induziu a
expressao de iNOS e consequentemente de NO, promovendo apoptose das células

tumorais via caspase-3.
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Serra et al. (2016) demonstraram que o extrato etandlico das folhas de Croton
triqueter Lam. também foi capaz de diminuir o nimero total de células tumorais e
aumentar a sobrevida de animais portadores de tumor ascitico de Ehrlich, atribuindo
este efeito tumoral ao aumento da expressédo dos marcadores CD14, IA-IE e CD86
em macréfagos Raw 264.7 estimulados ou ndo com LPS tratados com o EEJ,
indicando a capacidade de polarizar macrofagos para o perfil M1, produtor de NO.

Como demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa, diversos agentes modulam
a producdo de NO pelos macrofagos M1, determinando o desfecho do
desenvolvimento tumoral. Diante deste contexto, na luz de compreender melhor o
papel desempenhado pelo éxido nitrico produzido pela iINOS de macrofagos M1 no
processo tumoral, propomos que o0 bloqueio direto da INOS em macréfagos M1
direciona-os para um novo perfil de ativacdo nao produtor de NO e com atividade
citotoxica, capaz de impedir o desenvolvimento do tumor de Ehrlich em suas diversas

formas.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Macréfagos

Os macrofagos, considerados como importantes células imunes efetoras,
foram inicialmente descritos por Elie Metchnikoff, que ganhou o prémio Nobel em 1908
por sua identificacdo de fagdcitos e sua teoria de fagocitose (NATHAN, 2008).
Considerados, células imunes inatas importantes, desempenham papéis essenciais
na resposta primaria aos patégenos, homeostasia normal do tecido, apresentacéo de
antigenos ndo proprios e auto-antigenos apos infeccdo ou lesdo, resolucdo de
inflamagéo e cicatrizagao de feridas (MOSSER; EDWARDS, 2008).

Os macrofagos se diferenciam dos mondcitos do sangue periférico, que se
desenvolvem a partir de células progenitoras mieloides, identificadas como unidades
formadoras de col6nias de granul6citos/macréfagos (GM-CFU) na medula 6ssea. Em
resposta ao fator de formacdo de colénias de macréfagos, as GM-CFU
sequencialmente déo origem a unidades formadoras de colénias de macréfagos (M-
CFU), monoblastos e pr6-mondcitos. Posteriormente, eles migram para o sangue
periférico e se diferenciam em mondcitos. Finalmente, os mondcitos migram para
diferentes tecidos e reabastecem as popula¢ces de macrofagos especificos de tecido
de vida longa (GORDON; TAYLOR, 2005).

Os macroéfagos se apresentam em subpopulacfes baseados nos tecidos onde
se apresentam com grande diversidade anatébmica e funcional (GORDON; TAYLOR,
2005). Os macroéfagos especializados residentes em tecidos incluem osteoclastos
(osso), macrofagos alveolares (pulmao), histiécitos (tecido conjuntivo intersticial) e
células de Kupffer (figado). O intestino é preenchido com varios tipos de macrofagos
e células dendriticas (DC), que possuem fenotipos e funcdes distintas que trabalham
juntos para manter a tolerancia a flora intestinal e aos alimentos (IANNACOME et al.,
2010) (FIGURA 1).

Os orgéos linfoides secundarios também possuem populacfes distintas de
macréfagos que realizam fungdes Unicas, incluindo macrofagos de zona marginal no
baco, que suprimem a imunidade inata e adaptativa, e os macrofagos dos seios
subcapsulares dos linfonodos, iniciam respostas imunitarias humorais antivirais.

Macréfagos também residem nos tecidos imune-privilegiados, como o cérebro
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(microglia), olho e testiculos, onde se supde que tém func¢des centrais na remodelacéo
tecidual e na homeostase. (JUNT et al., 2007; MCGAHA et al., 2011).
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Figura 1. Os macréfagos de tecidos desempenham importantes fun¢gdes homeostaticas. Os
fagécitos mononucleares sdo gerados a partir de células estaminais hematopoiéticas comprometidas
localizadas na medula 6ssea. Os precursores de macréfagos séo liberados na circulagdo como
mondcitos e migram rapidamente para quase todos os tecidos do corpo, onde se diferenciam em
macréfagos maduros. Véarias populacdes de macrofagos de tecidos maduros estdo estrategicamente
localizadas em todo o corpo e realizam importantes atividades de vigilancia imune, incluindo fagocitose,
apresentacao de antigenos e supressao imune. (Adapatado de MURRAY e WYNN, 2011).

2.1.1 Polarizacao de macréfagos

A heterogeneidade e a plasticidade sao caracteristicas importantes dos
macrofagos. Sinais presentes nos diferentes microambientes derivados de agentes
patogénicos, tecidos lesados, ou células ativadas da imunidade adaptativa,
desencadeiam a ativacdo de programacdes genéticas distintas nos macrofagos
induzindo diferentes estados de polarizacéo funcional (MANTOVANI et al., 2005).

Por analogia com a classificagcdo de ativagdo dos linfécitos T auxiliares nos

perfis de T helper (Th)1 e 2, os macréfagos foram classificados ao longo do que
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poderia ser visto como uma escala linear, em que os macréfagos M1 representam um
extremo e os macréfagos M2 representam o outro. Nesta classificacao, a designacéo
M1 foi reservada para macréfagos classicamente ativados e a designacdo M2 para
macrofagos alternativamente ativados e podem ser ainda subdivididos em macréfagos
M2a, M2b e M2c. (MARTINEZ et al. 2008; MURRAY; WYNN, 2011)(FIGURA 2).

Estimulos microbianos, como lipopolissacarideo (LPS), sozinhos ou em
conjunto com citocinas, tais como interferon-y (IFN-y), fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) e GM-CSF, induzem macro6fagos M1 classicamente ativados. Além dos sinais
M1 (por exemplo, IFN-y e LPS), é necessario a ativagcdo de receptores adicionais,
como receptores fagociticos Fc para suportar uma producéo robusta e prolongada de
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (ROS e RNS) (STEEVELS; MEYAARD,
2011).

Os macrofagos M1 aumentam o IRF5 e o fator nuclear kappa B (NF-kB) que
induzem producéo e secrecdo de altos niveis de citocinas pré-inflamatérias, TNF-q,
IL-1, IL-6, IL-12 e IL-23, e de anides superdxido, ROS e RNS, nos quais aumentam
atividades de citotoxicidade destas células e estdo envolvidas na obtencdo de
respostas Thl e Th17 (FAIRWEATHER; CIHAKOVA, 2009; KRAUSGRUBER et al.,
2011SINDRILARU et al., 2011)

A IL-12 produzida pelos macréfagos M1 pode promover a diferenciacdo das
células Thl, que podem melhorar a fagocitose antigénica (MARIE et al., 2008;
CASSOL et al., 2010). A IL-23 esta associada ao desenvolvimento e expanséo de
células Thl7, que podem secretar altos niveis de IL-17, atuando no controle de
infecgbes, especialmente bacterianas e fungicas extracelulares. contribuindo na
protecao epitelial e da mucosa (VERRECK et al., 2004; MIOSSEC. P.; KOLLS 2012).
Além disso, os macrofagos M1 expressam niveis elevados de complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe | e Il e dos receptores co-estimuladores (CD80
e CD86) e secretam fatores de complemento que facilitam a fagocitose mediada pelo
complemento (MANTOVANI et al., 2004).

O LPS e o IFN-y também induzem macréfagos M1 a expressar os ligando de
quimiocinas (motivo C-X-C) 9 (CXCL9), CXCL10 e CXCLS5 através da ativagao do fator
de transicao do fator regulador de IFN-3 (IRF-3), que resulta na expressao de IFN- e

subsequente ativagdo STAT1 (transdutor de sinal e ativador de transcricdo 1). Essas
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quimiocinas pro-inflamatorias podem promover o recrutamento de células Thl, Tcle

células natural killers (NK), o que pode melhorar sua capacidade de eliminar

patogenos intracelulares (MANTOVANI et al., 2004).
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Figura 2. Indutores e propriedades funcionais de diferentes populacdes de macréfagos
polarizados. Os macrofagos polarizam e adquirem diferentes propriedades funcionais em resposta a
sinais derivados de meio ambiente. A exposicdo de macréfagos a IFN-y e LPS conduz a polarizagao
M1, com propriedades citotdxicas e antitumorais potenciadas, enquanto que os macréfagos M2 séo,
em geral, mais propensos a atividades imunorreguladoras e protumorais. Em particular, M2a (induzida
por exposicdo a IL-4 e IL-13) e M2b (induzida por exposicdo combinada a complexos imunes e
agonistas de TLR ou IL-1R) exercem fun¢des imunorreguladoras e conduzem respostas de tipo |l,
enquanto que os macréfagos M2c (induzidos por IL-10) estdo mais relacionados a supressao de
respostas imunes e a remodelagéo de tecido. AbreviagGes: DTH, hipersensibilidade de tipo tardio; IC,
imunocomplexos; IFN-g, interferon-y; iINOS, sintase de 6xido nitrico induzivel; LPS, lipopolissacarideo;
MR, receptor de manose; PTX3, pentraxina longa PTX3; RNI, intermediarios reativos de nitrogénio;
ROI, intermediarios reativos de oxigénio; SLAM, molécula de sinalizagéo de ativagéo linfocitica; SRs,
receptores de eliminacéo; TLR, receptor Toll like. (Adaptado de Mantovani et al., 2004).

Em contraste, os macréfagos M2 sdo polarizados por estimulos distintos e
podem ser ainda subdivididos em macrofagos M2a, M2b e M2c. Os macrofagos M2a
sdo estimulados pelas citocinas Th2, IL-4 ou IL-13, e os macrofagos M2b séo
induzidos por complexos imunes (ICs), LPS, receptores Toll-like (TLRsS) ou o
antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra). Finalmente, os macrofagos M2c sao
induzidos por IL-10, fator de crescimento transformante-§ (TGF-f) ou glicocorticoides
(MARTINEZ et al., 2009).

Os macrofagos M2 secretam a IL-10 que promovem a producéo de IL-4 e IL-
13 por células Th2 (MANTOVANI et al., 2009). A IL-4 é um importante promotor da
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cicatrizacéo de lesdes por ativar a arginase, o que contribui para a producao da matriz
extracelular. A expressao de scavenger receptors (SR) e de receptores de manose
(MR ou CD206) levam os macrofagos M2 a participarem principalmente da depuracao
de parasita, remodelacdo dos tecidos, modulacdo imunolégica e progressao tumoral
(SINDRILARU et al., 2011).

Os macréfagos M2 inibem CXCL9, CXCL10 e CXCLS5 por diminuir a regulagédo
do NF-kB e STAT1 (LI; VERMA, 2002). Os macrofagos M2a induzidos por IL-4 e IL-
13 promovem a expressao da quimiocina (motivo C-C) ligando 24 (CCL24), CCL17 e
CCL22. Essas quimiocinas podem se combinar especificamente com o receptor 3 de
Quimiocina (motivo C-C) (CCR3) e CCR4, que aceleram o recrutamento de
eosinofilos, basofilos e células Th2, para levar a uma resposta de tipo 1l (MANTOVANI
et al., 2004).

As células M2b sempre secretam CCL1, que se liga ao CCR1 para promover a
infiltracdo de eosindfilos, Th2 e células T reguladoras. Essas células exercem
regulacdo imunolégica e conduzem a resposta Th2. Em macréfagos M2c, a IL-10
induz a producéo de CXCL13, CCL16 e CCL18, que podem se ligar ao CXCR5, CCR1
e CCR8 para promover a acumulacdo de eosindfilos e células T naive, que
desempenham um papel proeminente na supressdo de respostas imunes e
promovendo a remodelacéo de tecidos (MANTOVANI et al., 2004).

Uma rede de sinalizacdo de moléculas, fatores de transcricdo, mecanismos
epigenéticos e reguladores pos-transcricdo subjazem as diferentes formas de ativacao
de macréfagos. As vias de sinalizagéo IRF e STAT, ativadas por IFN-y e pela ativacao
dos TLR polarizam para fenétipo M1 (via STAT1) ou por IL-4 e IL-13 em direcéo ao
fenotipo M2 (via STAT6) (SICA; BRONTE, 2007).

Os receptores de tipo | e tipo Il de IL-4 (JUNTTILA et al., 2008) ativam STATS6,
o0 qual, por sua vez, ativa a transcricdo de genes tipicos da polarizacdo M2, por
exemplo, receptor de manose (Mrcl), resistina tipo a (Retnla, Fizz1) e quitinase 3-like
3 (Chi3I3, Ym1) (PAULEAU, et al.,, 2004). A IL-10 ativa a expressao de genes
mediadas por STAT3 (1110, Tgfbl, Mrcl) associados a um fenaotipo tipo M2 (LANG et
al., 2002).

A ativagdo mediada por STAT de macrofagos € regulada por membros da

familia SOCS. A IL-4 e o IFN-y, este ultimo em conjunto com estimulagdo de TLR,
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aumenta a regulacdo de SOCS1 e SOCS3, que por sua vez inibem a acédo de STAT1
e STAT3, respectivamente (WHYTE et al., 2011).

Os receptores nucleares PPARy (ODEGAARD et al., 2007) e PPAR?d
(ODEGAARD et al., 2008) controlam subconjuntos distintos de genes associados a
ativacdo de macréfagos M2 e ao metabolismo oxidativo. Curiosamente, STAT6
coordena e sinergiza tanto com o PPARy (SZANTO et al., 2010) quanto com o fator 4
de Kruppel (KLF4).

O KLF4 coopera com STAT6 para induzir genes M2 (Arg-1, Mrcl, Fizz1,
PPARYy) e inibe os genes M1 (TNFa, Cox-2, CCLS5, iNOS) por meio do sequestro de
coativadores necessdrios para a ativacdo NF-kB. O KLF2 regula a ativacdo de
macrofagos pela inibicdo das atividades NF-kB / HIF-1a (MAHABELESHWAR et al.,
2011). A IL-4 também induz a atividade de c-Myc em macréfagos humanos, que
controla genes de ativacdo de M2 (Scarbl, Alox15 e Mrcl), bem como a ativacao
STAT6 e PPARYy (PELLO et al., 2012).

O envolvimento de TLR leva a ativacdo de NF-kB e a producao de mediadores
inflamatorios (BONIZZI; KARIN, 2004) associados a macrofagos M1. No entanto, a
ativacdo de NF-kB também ativa um programa genético essencial para a resolucao
da inflamacdo (LAWRENCE; GILROY, 2007) e para a polarizagdo de M2 de
macréfagos associados a tumores (TAMs) (HAGEMANN et al., 2008). Além disso, a
inducéo dos homodimeros p50 NF-kB é essencial para a polarizagdo M2 in vitro e in
vivo (PORTA et al., 2009). Os fatores induziveis de hipoxia HIF-1a e HIF-2a séo
expressos diferencialmente em macrofagos polarizados com M1 e M2 (TAKEDA et
al., 2010) e regulam a INOS (M1) e a arginase 1 (M2).

A ativacdo de macrofagos nos seus dois perfis pode ser distinguida também
através do metabolismo diferencial da L-arginina. Os macrofagos M1 apresentam a
iINOS que cataboliza a L-arginina em 6xido nitrico (NO) e citrulina, enquanto que 0s
macrofagos M2 induzem arginase 1, que metaboliza arginina em ornitina e poliaminas,
que sdo precursores necessarios para a sintese de colageno e proliferacdo celular
(RATH et al., 2015) (Figura 3).
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Figura 3. O metabolismo da arginina via NOS ou arginase esta no centro da polarizacdo M1/ M2
dos macréfagos. Os macrofagos M1 e M2 sao caracterizados pelo metabolismo da arginina via NOS
ou arginase com consequéncias funcionais importantes. ASL, succinato de arginino-lisiase, ASS,
succinato de arginino sintase; NOS, 6xido nitrico sintase; OAT, ornitina aminotransferase; ODC, ornitina
decarboxilase. (Adaptado de RATH et al., 2014).

A alta plasticidade é uma caracteristica importante dos macréfagos,
investigacdes in vitro mostraram claramente que os macréfagos polarizados (M1 ou
M2) alteram seu perfil de expressdo de acordo com as mudancgas nos estimulos.
Portanto, os macrofagos poderiam repolarizar em resposta as mudancas no
microambiente local, permitindo que eles formem o meio inflamatorio local para se
adaptar aos estimulos externos e contribuir para o desenvolvimento de certos
disturbios (MOSSER; EDWARDS, 2008).

2.1.2 Macréfagos associados ao tumor
Um tumor, conforme definido por Willis (1951), € "uma massa anormal de

tecido, cujo crescimento ndo esta coordenado com o dos tecidos normais e persiste

apos a cessacdo dos estimulos que provocaram a mudanca". Os tumores sao
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compostos por células tumorais em proliferacéo e células estromais, incluindo células
endoteliais, células inflamatdrias e fibroblastos (MUKHTAR et al., 2011). Na década
de 1970, descobriu-se que os macréfagos associados ao tumor (TAM), como
principais leucocitos, desempenham um papel fundamental no crescimento tumoral
(BALKWILL et al., 2005).

Dados clinicos e experimentais indicam que os macrofagos, embora
originalmente, fossem considerados parte de uma resposta antitumoral, na grande
maioria dos casos, promovem a iniciagao, progressao e metastase do tumor (QIAN;
POLLARD, 2010). Em tumores estabelecidos, as TAMs estimulam a migragdo de
células tumorais e invasdo, bem como a resposta angiogénica necessdria para
crescimento tumoral (QIAN; POLLARD, 2010).

Foi descrito um papel protetor na tumorigénese para os macréfagos M1, que
ativam os mecanismos de morte tumoral e antagonizam as atividades de supresséo
de TAMs, MDSCs, macréfagos M2, macrofagos regulatérios e células mieloides
imaturas, gue demonstraram suprimir a resposta imune adaptativa especifico ao tumor
e promover o crescimento tumoral, invasdo, metastase, estroma remodelacdo e
angiogénese (NARDIN; ABASTADO, 2008).

Os macréfagos tém um papel importante na angiogénese do tumor, pois
regulam o aumento marcado da densidade vascular, conhecido como o interruptor
angiogénico, que € necessario para a transicdo para o estado maligno (LIN et al.,
2006). Estas TAM angiogénicas sao caracterizadas pela expressao do receptor de
angiopoietina TIE2, que também €& expresso em macréfagos durante o
desenvolvimento. Ablacéo desta populacao especifica inibe a angiogénese tumoral e,
portanto, crescimento tumoral e metastase em uma variedade de modelos (MAZZIERI
et al., 2011). As TAM secretam muitas moléculas angiogénicas, incluindo membros
da familia de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), TNF-a, IL-1B, IL-8,
PDGF, FGF e 6xido nitrico (STOCKMANN et al., 2008).

O papel das TAMs nos tumores ainda é controverso. Foi relatado que, nos
tumores colorretais, as TAMs sdo pro-inflamatérias e desempenham um papel
antitumoral, o que leva a um bom prognostico (ONG et al., 2012). Uma das possiveis
razbes € que as TAM M1 promovem células de tumor de colén que expressam

galcetina-3, que induzem mais a infiltracdo de TAMs e levam a uma resposta imune
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de amplificacdo para destruicao de células tumorais (DUMONT et al., 2008). Por outro
lado, as TAMs expressam uma série de citocinas pro-inflamatorias, como IFN-y, IL-1
e IL-6, que ativam a célula T de tipo 1 associada a respostas imunes antitumorais
(ONG et al., 2012).

No entanto, na maioria dos tumores, como mama, préstata, ovario, cervical,
carcinoma pulmonar e melanoma cutaneo, as TAMs séo consideradas
antiinflamatérias e correlacionadas com um prognostico ruim. Estudos
epidemioldgicos sugeriram que um microambiente rico em macrofagos promovera um
tumor agressivo com alto potencial metastatico (NARDIN; ABASTADO, 2008).

2.2 Oxido Nitrico

O oOxido nitrico (NO, do inglés Nitric Oxide), € um radical livre, gasoso,
inorganico, incolor (MURAD, 1999), gerado naturalmente por descargas elétricas
(GOLDENBAUM; DICKERSON, 1993), produzido industrialmente como um
intermediario quimico importante (CHEN et al., 1990), ou liberado como um poluente
do ar de motores de automoveis ou usinas de energia de combustiveis fosseis (FAIZ
et al., 1996).

Furchgott e Zawadzki (1980) (Figura 4) atribuiram ao NO a sua primeira funcao
biolégica como vasodilatador ao estudar o fator de relaxamento derivado do endotélio,
sendo este radical livre, altamente lipofilico, uma das menores e mais simples
moléculas biossintetizadas (DUSSE, 2003).

Figura 4. Robert F. Furchgott. Furchgott identificou a primeira funcao biolégica do NO como
vasodilatador. Fonte: www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1998/.
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As funcbes do NO, até hoje descobertas, sdo complexas e antagdnicas. Um
aspecto marcante desta molécula € a sua capacidade de ser benéfica ou
potencialmente toxica conforme a concentracdo ou depuracéo tecidual. Essa molécula
€ um importante mensageiro intracelular nos mamiferos superiores, atuando como
neurotransmissor, possui uma fungéo chave na formacgéo de novos vasos sanguineos,
processo denominado angiogénese, além do tbnus da musculatura lisa, a reposta
imune e apoptose (BANULS et al., 2014; COOKE; LOSORDO, 2002; IGNARRO,
2000). Esse papel dicotdbmico, também € reportado no controle de células malignas;
estimulando ou inibindo o seu desenvolvimento de acordo com sua concentracéo e/ou
origem (CHENG et al., 2014) (TABELA 1).

Nos organismos vivos essa molécula é sintetizada a partir da oxidacdo de um
dos nitrogénios guanidino da L-arginina, que é convertida a L-citrulina através da acéo
catalitica de uma familia de isoenzimas conhecidas como Oxido Nitrico Sintase (NOS,
do inglés nitric oxide synthase) (BANULS et al., 2014; MONCADA et al., 1991).

Apesar de gerarem 0s mesmos produtos, trés distintas isoformas das NOS ja
foram identificadas. Elas sdo geralmente conhecidas como NOS neuronal (nNOS ou
NOS1), NOS induzida (iNOS, do inglés inducible nitric oxide synthase ou NOS2) e
NOS endotelial (eNOS ou NOS3) (ALDERTON et al., 2001). A iINOS é expressa em
uma variedade de células, incluindo macréfagos, células endoteliais, midcitos,
hepatdcitos, condrdcitos, neutréfilos e plaquetas, entretanto, diferente da nNOS e da
eNOS, seu gene apresenta-se sob controle transcricional de uma variedade de
mediadores inflamatérios (MATTILA; THOMAS, 2014).

Tsutsui et al. (2015) demonstraram que camundongos deficientes das trés
isoformas de NOS exibem dilatacdo dependente do endotélio reduzida e possuem
expectativa de vida mais curta devido ao surgimento precoce de doencas
cardiovasculares, incluindo hipertensédo, hipertrofia cardiaca, insuficiéncia cardiaca
diastélica, arterisclerose e infarto do miocardio.

A catalisacdo da L-arginina em NO pelas NOS somente é possivel na presenca
de varios co-fatores, incluindo tetrahidrobiopterina (BH4), dinucleétido de flavina e
adenina, mononucledtido de flavina, calmodulina e protoporfirina IX de ferro (heme)
(ALDERTON et al., 2001; FORSTERMANN; MUNZEL, 2006). As trés isoformas NOS

sdo sintetizadas como mondmeros e precisam formar dimeros para se ligar a BH4 e
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ao substrato L-arginina para catalisar a producao de NO (RAFIKOV et al., 2011). Os
mondmeros geram superoxido (O27) em vez de NO do seu dominio oxigenase, uma
condicao que é referida como desacoplamento de NOS (FORSTERMANN; MUNZEL,
2006)(Figura 5).

Tabela 1. Acdes fisioldégicas do 6xido nitrico.

Origem/Acao EFEITO

- Promove a vasodilatacdo dependente do endotélio.

- Inverte os efeitos constritivos intrinsecos da acetilcolina no musculo liso
vascular.

- No endotélio normal, NO diminui o efeito vasoconstritor do aumento do Ca?*
livre intracelular nas células do musculo liso.

- A producdo simultinea de peroxinitrito (ONOO-) diminui o papel
vasodilatador do NO.

ACAO - No endotélio normal, fatores de relaxamento (em particular NO)
VASOMOTORA predominam sobre fatores constritivos (como NG-monometil-Larginina
(L-NMMA), NG-nitro-L-arginina (L-NA) e éster metilico de NG-nitro-L-
arginina (L-NAME)).

- A liberagéo de 6xido nitrico pode ser de importancia fisiolégica na regulacéo
do ténus basal sistémico e coronario, especialmente no nivel das arteriolas
nessas distribuicbes vasculares

-"Na circulagéo coronéaria normal, o oxido nitrico contribui para o ténus
dilatador epicardico e arteriolar basal.

- Véarios mediadores inflamatdrios, como bradicinina e histamina, produzem
vasodilatagcdo através da estimulacdo da liberacéo de endotélio NO.

- NO diminui a permeabilidade endotelial, atuando predominantemente como
agente anti-inflamatério.

- O NO desempenha um papel importante na regulagdo da expressédo da P-
selectina, ao reduzir a expressado da P-selectina e diminuir a adeséao dos
leucdcitos ao endotélio.

- NO inibe a expressao das moléculas de adesédo -2 nos neutrdfilos.

- A adesao de leucdcitos ao endotélio vascular em resposta a estimulagao
com um fator quimiotactico pode ser marcadamente suprimida por doadores
INFLAMACAO de NO.

- NO down-regula a agregagéo e secrecao de neutrofilos.

- NO regula cuidadosamente a reatividade dos mastdcitos (as células
desempenham um papel central no processo inflamatério).

- A producdo de NO por mastdcitos pode resultar em uma diminuicdo da
propenséo para que estas células se desgranem.

- NO também inibe a producdo de uma variedade de citocinas
imunomoduladoras (por exemplo, IL-12, IL-1) por macréfagos.

- NO age para regular a agregacéo e adeséao de plagquetas.

- NO também medeia pelo menos alguns dos efeitos pré-angiogénicos do
VEGF.

- NO é um importante radicais livres in vitro e in vivo.

- A administracdo de doadores de NO duplica a capacidade antioxidante do
plasma

- A producé@o de NO em quantidades que excedem a producéo local de Oz
leva a decomposicao acelerada de ONOO- para nitrato e nitrito, reduzindo a
exposicdo do tecido a ONOO- e ao OH- que pode ser formado por ONOO-.
- A falta de NO, apés a administracdo de um inibidor de NO sintase (NOS),
resultou em uma acumulacéo de Oz

Fonte: Adaptado de Tousoulis et al., 2012.

ANTIOXIDANTE
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A eNOS ¢ a principal isoforma que regula a funcéo vascular, atuando como um
potente vasodilatador (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; FORSTERMANN; MUNZEL,
2006). A atividade de eNOS e, consequentemente, a producdo de NO pode ser
iniciada e reforcada por varios estimulos como estresse de cisalhamento (ANDREWS
et al., 2010), acetilcolina (CHEN et al., 1996), bradicinina (BAE et al., 2003), histamina
(LI et al., 2003) e 17B-estradiol (SELLES et al.,, 2001). Os agonistas, como a
acetilcolina, a bradicinina e a histamina, atuam em receptores especificos na
membrana das células endoteliais para aumentar a concentracdo intracelular de
calcio, que se liga a calmodulina e leva a ativacéo do dominio de ligacéo a calmodulina
do eNOS (WALCH et al., 2000). Este processo facilita o fluxo de elétrons dos dominios
da redutase para a oxigenase da enzima para a producao de NO (SESSA, 2004).

NADP NADP
DOMINIO REDUTASE

' c
HOOC @ " @ COOH

H,N . =il NH,

DOMINIO OXIGENASE

Figura 5. Homodimeros de 6xido nitrico sintase (NOS). A - Como monodimeros, a NOS produz Oz
em vez de NO. B - Mesmo como monodimeros, a producéo significante de Oz  ocorrera quando as
concentracdes efetivas de L-arginina (L-Arg) estiverem abaixo dos niveis necessarios para saturar a
enzima; C — Quando héa L-arginina e tetrahidrobiopterina suficientes (BH4), estas se ligam as duas NOS
acopladas e o fluxo de elétrons fornecido pelo fosfato de dinucleétido de adenina de nicotinamida
(NADPH) passa através de dinucleétido de flavina adenina (FAD), fldor mononucle6tido (FMN),
calmodulina (CaM) e protoporfirina IX de ferro (Haeme Fe), e eventualmente é usado na producéo de
NO. A BH4 ¢ essencial para o acoplamento da NOS e as espécies reativas de oxigénio (ROS) oxidam
BH4 para o radical BH3:, levando ao desacoplamento NOS (Adaptado de RAFIKOV et al., 2011).

A nNOS produz NO tanto no sistema nervoso central e como no periférico e,
portanto, desempenha um papel na comunicacdo celular (BREDT et al., 1990;
DAWSON et al.,, 1991). O NO produzido pela nNOS atua na regulacdo da

excitabilidade e do disparo neuronal, na potencializagdo ou depressao a longo prazo
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da plasticidade singptica, bem como na memaria e nos processos de aprendizagem.
Além disso, regula a liberagdo de neurotransmissores como acetilcolina, histamina e
serotonina (STRAUB et al., 2007). A nNOS também é expressa em midcitos cardiacos
e esqueléticos (XU et al., 1999; KOBZIK et al., 1994), musculo liso e células endoteliais
(BOULANGER et al., 1998), a camada adventicia das artérias penianas (BURNNET
et al., 1992) e as células da macula densa no rim (BACHMANN et al., 1995).

Uma caracteristica do iINOS ¢é a falta de expressao em células em condicdes
fisiolégicas, sendo induzida por estimulos imunolégicos de forma independente de
calcio, o que levou a sua designacdo original como NO sintase induzivel (iNOS)
(NATHAN, 1992). A inducdo de iNOS ocorre principalmente durante a infecgéo,
inflamacé&o crénica e tumores (KRONCKE, 1998). A ativacdo do gene promotor da
INOS requer o IRF-1 e o NF-kB ativadas, explicando por que a expressao de iNOS é
caracteristica da inflamacéo (MARTIN et al., 1994; XIE et al., 1994).

O NO resultante da ativacdo da INOS possui acdo citotdxica e citostética,
promovendo a destruicdo de microrganismos, parasitas e células tumorais, através de
sua acao direta ou da sua reacdo com outros compostos liberados durante o processo
inflamatério (DUSSE, 2003). Em processos infecciosos, células ativadas como
macrofagos, neutréfilos e células endoteliais secretam simultaneamente NO e
intermediarios reativos do oxigénio, e a acdo citotdxica indireta do NO consiste,
principalmente, na sua reacao com esses intermediarios do oxigénio. Uma acao téxica
cooperativa de NO e anion superoxido (O2) resulta na formacdo de peroxinitrito
(ONOO"), um poderoso oxidante de proteinas (BECKMAN; KOPPENOL, 1994.).

2.3 Oxido Nitrico e o Tumor

As células tumorais muitas vezes expressam iNOS e, em alguns casos, eNOS
e nNOS, dependendo do tipo e estagio do tumor. O efeito do NO sobre a progressao
tumoral depende da sua fonte (células tumorais ou células estromais), tipo e a
atividade das NOS. As células endoteliais tumorais vasculares expressam
predominantemente eNOS. Os fibroblastos estromados associados aos tumores e as

células imunes geralmente expressam INOS. Em muitos tumores, 0s niveis de
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expresséo e as atividades das diferentes NOS aumentam em comparagdo com 0s
tecidos normais correspondentes (Figura 6) (FUKUMURA et al., 2006).

Fatores angiogénicos, hormdnios, estimulos fisioldgicos
(VEFG, S1P, angiopoeitinas, oestrogénio, estress de
cisalhamenta)

Citocinas inflamatdrias
(IFN-y, IL-16, TNF-a)

p53
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Figura 6. Producéo de 6xido nitrico (NO) em tumores. As células tumorais muitas vezes expressam
NO sintase induzivel (iNOS) e, em alguns casos, NOS endoteliais (eNOS) e NOS neuronais (nNNOS).
As células endoteliais vasculares tumorais expressam predominantemente eNOS. Os fibroblastos
estromados associados aos tumores e as células imunes expressam iNOS. As citocinas inflamatérias,
como o interferon-y (IFN-B), a interleucina 1-B (IL1-B) e o fator de necrose tumoral a (TNF-a) induzem
a expressao de iNOS através do fator nuclear kB (NF-kB). A hipdxia também induz iINOS através do
fator induzivel 1 da hipoxia (HIF1-a). Enquanto o supressor de tumor de tipo selvagem p53 inibe a
expressdo de iNOS, o p53 mutante ndo consegue fazé-lo. Fatores angiogénicos como fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), esfingosina-1-fosfato (S1P), angiopoietinas, horménios
sexuais e esforgo de cisalhamento ativam eNOS em células endoteliais vasculares através de adenilato
ciclase (AC), proteina quinase A (PKA), fosfoinositide 3-kinase (PI3K), Akt, fosfolipase Cy (PLCy),
diacilglicerol (DAG), proteina quinase Ca (PKCa) e PLCy, calcio citossdlico (Ca?*). calmodulina (CaM).
O estresse metabdlico também ativa 0 eNOS através da AMP kinase (AMPK). O NO é produzido por
todas essas fontes diferentes em tumores. (Adaptado de FUKUMURA et al., 2006).

A inflamacéo cronica e a exposi¢cdo continua a concentracdes moderadas a
altas de NO que sé&o produzidas pela INOS podem estar envolvidas na transformacéo
neoplasica. O NO e seus derivados podem promover danos ao DNA, como
desaminacdao nitrosa de bases de acido nucleico, transi¢édo e ou transverséo de acidos
nucleicos, alquilacao e ruptura de cadeia de DNA, e inibicdo de enzimas de reparo de
DNA, como a alquil-transferase e DNA-ligase, através de mecanismos diretos ou
indiretos (LALA; CHAKRABORTY, 2001). Mutac¢des no gene que codifica o supressor

de tumor p53, ou nitrosilagédo de S de caspases, podem produzir células resistentes a
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apoptose e facilitar a acumulacdo adicional de mutacbes e selecdo clonal
subsequente (EKMEKCIOGLU et al., 2005).

Uma série de estudos demonstraram que o NO produzido pela iINOS, pode
iniciar e ou promover a tumorigénese (HOFSETH, et al., 2003). Ahn e Ohshima (2001)
demonstraram que camundongos com duplas mutagbes em polipose coli
adenomatosa (Apc) e na INOS apresentaram menos polipos adenomatosos nos
pequenos e grandes intestinos em comparagdo com ratos com mutacao apenas na
Apc. Além disso, ratos iINOS”- mostraram diminui¢do da incidéncia de carcinogénese
gastrica induzida por Helicobacter pylori (NAM et al., 2004). A interrupcéo genética de
INOS produziu uma reducdo de 80% na formacéo de tumor de pulmao induzido por
uretano e niveis mais baixos de fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF)(KISLEY et al., 2002).

Em contraste, efeitos inibitérios do NO sobre a tumorigénese foram
demonstrados. Concentragfes relativamente baixas de NO aumentaram a proteina
quinase dependente do DNA (DNA-PK), que mantém a integridade do genoma (XU,
et al., 2000). Foi demonstrado também que o TNF-a pode induzir a transformacao de
células epidérmicas de rato JB6, sendo este processo inibido por um doador de NO,
enquanto um inibidor de NOS aumentou (DHAR et al., 2003). Um terceiro estudo
mostrou que o NO derivado de iINOS suprime a linfomagénese mesmo na deficiéncia
de p53, promovendo a apoptose e diminuindo a proliferacdo de células tumorais
(HUSSAIN et al., 2004).

Varios mecanismos foram propostos para explicar como a expressdo de NOS
nas células tumorais promove a progressao do tumor: primeiro, foi demonstrado que
INOS e eNOS aumentaram a migracéo e invasao das células de cancer de mama e
de cancer de cdlon através de guanilato ciclase soluvel (sGC) e via de proteina
quinase ativada por mitégeno (MAPK) (JADESKI et al., 2003); segundo, descobriu-se
gue a iINOS estava associada ao aumento da proliferacdo celular em linfoma T
(BARREIRO et al., 2003).

Em terceiro lugar, o NO a partir de células de melanoma murino reduziu a
reacao dos linfocitos em camundongos portadores de tumores, 0 que indica uma fuga
da imunovigilancia através de disfuncdo de células imunes induzidas pelo NO

(ZHANG; XU, 2001) e, por ultimo, varios estudos mostraram que a indugdo de iNOS
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em células tumorais promove a angiogénese (aumentando a expressao de VEGF), o
gue aumenta a densidade microvascular e a progressédo tumoral (JENKINS et al.,
1995).

Estudos relataram que a NO induziu citotoxicidade para varias células tumorais,
sugerindo que o NO e seus produtos induzem a apoptose e necrose das células
cancerosas (KIM, 2012; ZANG et al., 2012). O NO recém-formado passa a membrana
celular e € consumido em uma reagdo complexa com H202 ou reage com anides de
superéxido (0O2) para formar peroxinitrito (ONOO’). ApOs a protonacdo do
peroxinitrito, o &cido peroxinitrico  resultante (ONOOH) decompde-se
espontaneamente e produz NO:2 e radicais hidroxilo induzindo a morte celular por
necrose induzida pela deplecdo de energia e apoptose induzida pela sua acao
oxidante (BROWN; BORUTAITE, 2001; BAUER, 2014).

A necrose induzida por deplecdo de energia resulta da deplecdo de ATP
causada pelo NO e seus derivados através de quatro mecanismos diferentes: inibicao
da respiracdo mitocondrial, inducdo de transicdo de permeabilidade mitocondrial,
inibicdo da glicélise em gliceraldeido-3-fosfato e desidrogenase, e ativacdo de poli-
ADP ribose polimerase (PARP, ou sintetase: PARS) (BROWN; BORUTAITE, 2001).

Em células expostas ao NO, a glicélise é critica para a sobrevivéncia, pois
niveis moderados de NO invariavelmente inibem a respiracdo mitocondrial e, portanto,
a producdo de ATP mitocondrial. Na auséncia de glicose ou capacidade glicolitica
suficiente, niveis moderados de NO causam necrose simplesmente devido a inibicao
respiratéria e consequente deplecdo de ATP e a apoptose é impedida pela falta de
ATP (LEIST et al., 1999).

Se a glicdlise é suficiente para compensar a inibicdo respiratoria, entdo o NO
pode induzir a apoptose. A apoptose induzida pelo NO é acompanhada por ativacao
de caspases (como a caspase-3) e € blogueada por inibidores da caspase (BAL-
PRICE e BROWN, 2000). O citocromo ¢ é geralmente liberado, sugerindo que a
apoptose induzida pelo NO é normalmente mediada por mitocéndrias, mas em alguns
tipos de células é observada a ativagcéo precoce de caspase-8 ou caspase-2 indicando
que a apoptose induzida pelo NO pode ser desencadeada nédo através da via
mitocondrial (YABUKI et al., 2000).
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Foram sugeridas trés rotas principais de como o NO induz a apoptose: pela
transicéo de permeabilidade mitocondrial (MPT), regulacéo positiva de p53 e ativacéo
da MAP quinase (HEALES et al., 1999). O NO por si so geralmente néo induz o MPT,;
no entanto, o peroxinitrito e outros produtos podem causar apoptose ativando
diretamente o MPT, levando a liberagdo do citocromo c e ativacdo de caspase,
portanto, esses eventos podem ser bloqueados com o inibidor de MPT ciclosporina A
(BORUTAITE et al., 2000).

O NO pode causar fosforilagdo e acumulacéo de p53, seja por danos no DNA
causadas por quinases ativadas, inibicdo do proteassoma ou MAP quinases, 0 que
pode levar a apoptose, como demonstrado pela descoberta de que os
oligonucleotideos anti-p53 podem bloquear a morte induzida pelo NO em algumas
células (MESSMER; BRUNE, 1996). NO também pode causar danos ao DNA,
possivelmente através de peroxinitrito, NO2, N2Os, ferro livre ou ROS (BURNEY et al.,
1998).

As vias de MAP guinase podem ser ativadas por NO e induzir a apoptose,
através do aumento da proporcdo das proteinas proto-anti-apoptoticas de dominio
BH3 (por exemplo, Bax / Bcl-2) que induzem a clivagem e translocagao de lances para
mitocéndrias levando a liberagdo do citocromo ¢ (ZHUANG et al., 2000). A ativacao
induzida pelo NO da p38 MAP quinase mostrou promover a translocagcéo de Bax para
mitocondrias e causar a morte celular, que ndo é bloqueada pelos inibidores de
caspase (GHATAN et al., 2000).

A acumulacao de dados clinicos e pré-clinicos demonstram que NO medeia a
angiogénese através de mecanismos diretos e indiretos e mantém o fluxo sanguineo
do tumor e o suprimento de nutrientes e oxigénio, promovendo assim a progressao
tumoral. Portanto, a inibicdo da sinalizacdo NO € uma estratégia terapéutica anti-
angiogénica potencial (GRATTON et al., 2003).

A inibicdo continua de INOS por um inibidor seletivo, 1400W, inibe o
crescimento de cancros no colén humano, bem como de cancer de mama murino que
expressam INOS enddgeno. No entanto, 1400W nao conseguiram inibir os cancros
do colon murino que ndo expressavam iINOS em niveis apreciaveis (THOMSEN et al.,
1997).
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Estudos pré-clinicos indicam que a diminui¢cdo na producédo do NO pode ser de
valor na quimioprevencédo. A prevengao da tumorigénese por inibidores seletivos de
INOS foi relatada em trés modelos de tumorigénese diferentes: polipose coldnica
induzida por mutacdo Apc (AHN; OHSHIMA, 2001), formacé&o de focos aberrantes no
colén (RAO, et al., 2002) e irradiacdo de baixa dose combinada com tumorigénese
mamadria induzida por dietilestilbestrol (ELLIES et al., 2003).

Tanto as células epiteliais como as células imunes infiltradas expressam iNOS
nesses modelos de tumorigénese, embora suas contribuicdes relativas aos efeitos pro
ou antitumorigénicos sejam dificeis de distinguir. O nivel de expressao, a duracdo e o
tempo de entrega do NO, o microambiente, o fundo genético e o tipo de célula podem
determinar a sensibilidade e o efeito geral do NO (FUKUMURA et al., 2006).

2.3.1 Inibidores do 6xido nitrico

O aumento da producédo de NO, por si s6 ou na presenca de outros radicais
livres, como o superoxido, tem sido implicado em mudancas fisiopatoldégicas em
praticamente todos os sistemas organicos, onde a célula produtora de NO e seu
microambiente ndo estdo a salvo da toxicidade dessa molécula, podendo ser
destruidas (DUSSE, 2003). A inducédo de iNOS é vista em modelos de choque séptico
(VALLANCE; CHARLES, 1998), dor inflamatéria e néo inflamatoria (LUO; CIZKOVA,
2000; SABAN et al., 2002), artrite (VAN'T HOF; RALSTON, 2001), doenca inflamatoria
intestinal (KUBES; MCCAFFERTY, 2001), asma (SANDERS, 1999) e no cérebro apés
isquemia ou trauma, bem como em varios modelos de neurodegeneracdo ou
inflamacéo cerebral (IRAVANI et al., 2002).

A INOS néo é a unica isoforma que pode causar um aumento fisiopatolégico no
NO. Em particular, o aumento da atividade de nNOS esta associado a certos tipos de
neurotoxicidade. A neurotoxicidade induzida por NMDA (N-metil-D-aspartato) é
reduzida por inibidores de NOS em alguns modelos (IZUME et al., 1992), e o dano de
acidente vascular cerebral é reduzido em ratos deficientes de nNOS (HUANG et al.,
1994). A nNOS desacoplada também pode gerar superoxido através de oxidagao
NADPH quando as concentragdes de arginina ou BH4 séo baixas, ou na presenca de
certos inibidores de NOS a base de arginina (ALDERTON et al., 2001).
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Em relagdo a eNOS, tem se concentrado nos seus efeitos cardioprotetores, no
entanto existem algumas situagcées nas quais o NO derivado de eNOS pode ser
prejudicial. A deficiéncia de eNOS parece ser benéfica na retinopatia induzida por
hiperoxia (ANDO et al., 2002). Além disso, nos seres humanos, a vasodilatacao
induzida por citocinas pré-inflamatorias pode ser mediada pelo eNOS, embora nédo
seja claro se € protetor ou prejudicial (BHAGAT et al., 1999).

Diante da ambiguidade dos efeitos do NO, o bloqueio de sua producéo tem se
tornado um potencial para alcancar beneficios terapéuticos. As dificuldades residem
na obtencdo da especificidade da isoforma, na segmentacdo de células ou tecidos
especificos e na garantia de que o grau correto de inibicao seja alcancado (KUBES,
2000)(Tabela 2). Como esperado, 0 maior interesse se concentrou em inibidores de
INOS, mas com interesse substancial também em inibidores de nNOS. Dentro do
universo dos inibidores da NOS, podem ser citados os analogos da L-arginina, 0s
inibidores da dimerizacéo, inibidores dos cofatores e as isotioureias.

Tabela 2. Poténcias relativas e seletividade de inibidores de NOS.

INIBIDOR ICso(UM) Seletividade (vezes)
INOS nNOS eNOS | iINOSvs nNOS iINOSvceNOS nNOS vs eNOS

L-NNA 3.1 0.29 0.35 0.09 0.11 1.2
L-NMMA 6.6 4.9 3.6 0.7 0.5 0.7
7-NI 9.7 8.3 11.8 0.9 1.2 14
ARL 17477 0.33 0.07 1.6 0.2 5 23
Aminoguanidina 31 170 330 55 11 1.9
L-NIL 1.6 37 49 23 9 1.3
PBITU 0.047 9 190

Vinil I-NIO 60 0.1 12 0.002 5 120

As poténcias absolutas podem ndo ser diretamente comparaveis devido as condi¢des experimentais
em que os estudos foram realizados. eNOS, 6xido nitrico sintase endotelial; IC50, concentragéo
inibidora semi-maxima; iINOS, sintase de 6xido nitrico inflamatério; 7-NI, 7-nitroindazole; L-NIL, N (6) -
(1-iminoetil) lisina; L-NI1O, N-iminoetil-L-ornitina; L-NMMA, NG-monometil-L-arginina; L-NNA, NG-nitro-
L-arginina; nNOS, sintase de Oxido nitrico neuronal; PBITU, S, S'-1,3-fenileno-bis (1,2-etanodiil) bis-
isotioureia. Adaptado de Vallance e Leiper (2002).

Os primeiros inibidores descritos de NOS foram anéalogos da L-arginina (REES
et al., 1990). Estes compostos competem com a L-arginina e se ligam no mesmo local
de ligacdo a arginina. No entanto, alguns deles também sdo metabolizados por NOS,
enzimas ativas e NADPH s&o necessérias para a inibicdo. Os primeiros inibidores
INOS altamente seletivos descritos foram as bis-isotioureas e outros analogos temos
a Aminoguanidina e L-NMMA (N-metilarginina) (GARVEY et al. 1994).

Estudos de ligagéo levaram a sugestédo de que um inibidor seletivo de isoforma

teria trés caracteristicas. Primeiro, deve haver uma estrutura que forneca um grupo
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guanidino, amidino ou ureido que doe ligacdes de hidrogénio ao residuo de glutamato
no local ativo da NOS. Deve também haver um pequeno grupo hidrofébico, tal como
um grupo alquilo ou tienilo, como parte da estrutura para proporcionar uma interacao
nao polar mais proxima com a proteina oposta ao residuo de glutamato (RAMAN et
al., 2001).

Em segundo lugar, deve ter um grupo funcional conferindo a seletividade de
isoforma com capacidade de ligacdo de hidrogénio que pode alcancar o canal de
acesso ao substrato remoto do site ativo. Tal grupo poderia tirar proveito das
diferencas de amino&cidos neste canal entre as isoformas. Em terceiro lugar, deve ter
um link entre a estrutura e o grupo funcional de comprimento e flexibilidade
apropriados para alcancar regides especificas de isoformas. (RAMAN et al., 2001).

Uma abordagem alternativa é bloquear a dimerizacdo da enzima. Os
compostos a base de pirimidinaimidazole coordenam o heme no mondémero de iNOS,
perturbando uma das hélices e deslocando um residuo crucial de ligagdo a arginina
do local ativo (BLASKO et al., 2002). Essencialmente, o efeito € bloquear a formacao
de ambos os locais de ligacdo a arginina e a BH4 e produzir um complexo inibidor-
mondmero. Esses efeitos sdo semelhantes aos produzidos pelos imidazoles
antifangicos, o clotrimidazol e o miconazol, embora estes compostos também evitem
a ligacdo da calmodulina & iINOS (WOLFF et al., 1993).

Os inibidores de dimerizacdo mostram alguma afinidade especifica para
monomeros INOS e nNOS e tém afinidade fraca para mondmeros de eNOS, mas a
base molecular para esse efeito ndo é clara. Esta classe de composto também é
conhecida por inibir as enzimas do citocromo P450, o que poderia apresentar um
problema em termos de efeitos indesejados. Os inibidores de dimerizacéao
demonstraram ter efeitos potencialmente benéficos em cenarios usuais de formacéo
de nitrato induzida por endotoxina e artrite adjuvante, e também na encefalomielite
alérgica experimental como modelo de doenca desmielinizante (BLASKO et al., 2002).

Os blogueadores de cofatores séo inibidores que afetam as flavoproteinas ou
a ligacdo a calmodulina, mas parece improvavel que esses compostos tenham a
seletividade ou especificidade necessarias para serem uteis como abordagens para
descoberta de drogas. Foi feita uma série de inibidores que visam o local de ligacéo

de BH4. As diferencas no local de ligacdo a BH4 entre as isoformas de NOS foram
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identificadas e os compostos de antipterina foram desenvolvidos que se mostram
seletividade em dez vezes para nNOS sobre as outras duas isoformas (MATTER et
al., 2002).

2.3.2 Aminoguanidina

Aminoguanidina foi inicialmente identificada como um inibidor da formacéao nao
enzimatica de produtos finais de glicacdo avancada (AGE) (BROWNLEE et al., 1986).
Esses produtos resultam da glicosilagdo de constituintes de proteinas extracelulares
ou celulares e sua acumulacdo tem sido associada ao desenvolvimento de
complicacBes diabéticas. Aminoguanidina impede a formacédo de produtos AGE e
atenua o desenvolvimento de varias alteracfes vasculares, neuronais e colagenas
induzidas pelo diabetes em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (BAYNES,
1990).

Aminoguanidina foi identificada em 1992 como um dos primeiros inibidores
seletivos de INOS (CORBETT et al, 1992). Semelhante a L-arginina, a
aminoguanidina contém dois grupos quimicamente equivalentes de nitrogénio
guanidino bem como uma fragéo hidrazina (Figura 7). E a quimica desta fracdo de
hidrazina que se acredita conferir seletividade de aminoguanidina para iNOS.

NH
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2 N7 NH,
H

Figura 7. Estrutura molecular da Aminoguanidina. Adaptado de Alderton, et al. (2001)

Aminoguanidina melhora a capacidade de velocidade do nervo, aumenta o
fluxo sanguineo, inibe a formacao de produtos finais de glicacdo avancada, atrasa o
surgimento e o desenvolvimento da albumindria (MASER; LENHARD, 2005). A
analise de ensaios controlados confirmou alta eficiéncia de aminoguanidina em
pacientes com neuropatia diabética, mas o desenvolvimento de uma série de efeitos
colaterais encerrou sua aplicacdo (CALLAGHAN et al., 2012). O uso de derivados de
aminoguanidina é acompanhado de eficacia clinica e falta de efeitos colaterais
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adversos. Os resultados sdo promissores, mas precisam de mais estudos clinicos
duplo-cegos e controlados por placebo (VINIK; ZIEGLER, 2007).

2.4 Tumor de Ehrlich

O tumor de Ehrlich, um adenocarcinoma espontdneo mamario murino
(EHRLICH, 1906). Este modelo tumoral tem sido amplamente caracterizado ao longo
do tempo, demonstrando ser um modelo experimental com diversas vantagens no
estudo da relacdo céancer-hospedeiro e no desenvolvimento de novas terapias
anticancer. Como principais caracteristicas pode-se destacar o seu rapido
desenvolvimento e alta agressividade, podendo apresentar duas formas de acordo
com o local de inoculacdo (MAYER, 1966).

Quando inoculado em tecidos sdlidos, se desenvolve na sua forma sélida, com
formacdo de uma massa celular homogenia e delimitada. Por outro lado, quando
inoculado no peritbnio murino se desenvolve na sua forma ascitica, com 0 aumento
progressivo de edema e do namero celular, com a progressdo do tumor, 0s animais
desenvolvem uma anemia progressiva, hemodiluicdo e hipertrofia cardiaca levando a
quadro de insuficiéncia cardiaca e morte (HARTVEIT, 1966).

A agressividade da forma ascitica do tumor de Ehrlich esta diretamente
relacionada com a espécie do camundongo e o numero de células inoculadas. Apo6s
a inoculacdo das células tumorais, um intenso processo inflamatério se instala,
promovendo um aumento da permeabilidade vascular e formacao da ascite que ira
dar o suporte necessario para o desenvolvimento tumoral (FECCHIO et al., 1990;
DONENKO et al., 2013).

2.4.1 Macroéfagos Associados ao Tumor de Ehrlich

No processo inflamatério do tumor ascitico de Ehrlich, foi constatando um
rapido aumento do volume de ascite e concentragdo de proteina. Com a progressao
tumoral, os leucécitos do sangue aumentaram os eritrocitos diminuiram. Em relacéo

as células imunes na cavidade peritoneal, ndo foi observado a presenca dos linfocitos
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T CD4* e CD8*, no entanto observou-se o aumento de células F4/80*/GR1",
chamadas de mondcitos inflamatérios (FERNANDES et al., 2015).

Estes mondcitos inflamatoérios, podem estar relacionados com o aumento da
expressdo da iNOS e consequentemente da concentracdo de NO, bem como de
citocinas pro-inflamatdrias, como proteina quimitatica de mondcitos - 1 (MCP-1),
interferon gama (IFN-y) e interleucina 1 beta (IL-18), entretanto também foi observado
um aumento de citocinas antinflamatorias, como interleucina 10 (IL-10) (FERNANDES
et al., 2015). Portanto, os TAMs sao células chave no entendimento da relacéo
inflamacéo e tumor, devido seu espectro de polarizacdo (TAM)(MANTOVANI,
ALLAVENA, 2015).

A plasticidade € uma caracteristica marcante de células da linhagem
monocitica e especificamente de TAM. A sua polarizacdo € induzida, ndo com base
na sua localizacdo, mas pela combinacgéo de sinais especificos de tecidos diversos e
distintos encontrados no microambiente tumoral, desempenhando um papel
importante nas diferentes fases do desenvolvimento tumoral, pela promoc¢édo da
angiogénese, imunossupressao, metastase e quimioresisténcia (JINUSHI;
KOMOHARA, 2015; JOSEPHS et al., 2015) (Figura 8).

De acordo com o estimulo recebido, os macréfagos podem ser polarizados para
dois perfis distintos, macrofagos M1 e M2. Os macréfagos M1 sao ativados pela via
classica que expressam mediadores pro-inflamatorios, incluindo o TNF-a, IL-1, IL-6,
espécies reativas de nitrogénio e de oxigénio com atividades microbicida e tumoricida
(JINUSHI; KOMOHARA, 2015; JOSEPHS et al., 2015). Por outro lado, os macréfagos
M2, ativados pela via alternativa, expressam Fizz1, Arginasel (Argl), Ym1, IL-10 e
CD206 envolvidos na infestacdo parasitaria e remodelacéo de tecidos, sendo o perfil
mais encontrado no microambiente tumoral e associado a progressdo do tumor (LIU
et al., 2014).

Nesse panorama, os TAM tem sido alvo no desenvolvimento de estratégias
para a terapia tumoral, nas quais se concentram na inibicdo do recrutamento dos
macréfagos para o microambiente tumoral, diminuicdo do tempo de vida destas
células, aumento do numero de macréfagos M1 e de sua atividade tumoricida, e 0

blogueio da polarizagdo e da atividade de macrofagos M2, bem como na sua
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repolarizacao para o perfil M1 (TANG et al., 2013; KONO et al., 2014; XING et al.,
2015).
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Figura 8. Representacao esquemaéaticade células e mediadores que influenciam afuncédo de TAM.
No lado esquerdo, as diferentes células, pertencentes a rede imunolégica, bem como células de tumor
e fibroblastos associados aos tumores, todos podem influenciar o condicionamento funcional de TAM
através da producdo de mediadores sollveis especificas tais citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento. Por exemplo, as citocinas Th2 (IL-4 / IL-13) e outras citocinas, tais como IL-10 e TGF-3,
os produtos metabdlicos resultantes de células tumorais (acido lactico) e complexos imunes, conduzem
0s TAM a polarizagdo em macréfagos promotores de tumor. No lado direito estdo listadas as principais
fungdes pro-tumor de TAM. Por exemplo, através da produc¢éo de fatores de sobrevivéncia (IL-6 e MFG-
E8) e osteopontina, TAM protege CSCs do efeito téxico da quimioterapia ou estimula diretamente a
proliferacéo das células do tumor através do fator de crescimento epidérmico (EGF). A producédo de
Oxido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROI) pela TAM induz instabilidade genética. TAM
ativa a neoangiogénese através da secrecdo de VEGF e suprimir respostas imunes porque expressam
moléculas inibidoras (PD-L1 e B7-4) e produz citocinas imunossupressoras/mediadores (IL-10 e
arginase). No retangulo, fatores de transcricdo selecionados que orquestram funcdo TAM sé&o
realcados (Adapatado de MANTOVANI; ALLAVENA, 2015).
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Os estudos tém se intensificado para se compreender a relacdo dos
macrofagos, seus produtos e seus efeitos no desenvolvimento tumoral. Sobre mais
essa Otica, o 6xido nitrico tem sido alvo dos pesquisadores para esclarecer o seu efeito
no microambiente tumoral. Os macréfagos desempenham uma acédo importante no
controle das células tumorais, pela liberacdo de mediadores solluveis. Onde um dos
responsaveis pela acdo citostatica e citolitica dos macrofagos frente aos tumores se
da pela liberacéo de oxido nitrico (CHATTOPADHYAY et al., 2002; CRUZ et al., 2007,
DE OLIVEIRA et al., 2010).

2.4.2 Oxido Nitrico e o Tumor de Ehrlich

Além do seu papel no processo inflamatério e na eliminagédo de patdgenos,
tem sido descrito o envolvimento do NO oriundo da iINOS no desenvolvimento do
tumor de Ehrlich, onde a participacdo do NO, bem como da sua enzima produtora, a
INOS, nos dois modelos tumorais de Ehrlich, a forma ascitica e a forma sélida
(NISHIKAWA et al.; 2004; DERYAGINA et al., 2015).

Animais deficientes de INOS com a forma ascitica do tumor apresentaram
maior sobrevida, porém um aumento constante no nimero de células tumorais, sem
alteracdo na producdo de NO no soro e no liquido ascitico. Em contrapartida nos
animais que expressavam a iNOS, observou-se o aumento continuo da producéo de
NO no soro e na ascite ao longo desenvolvimento tumoral, no entanto o crescimento
no numero de células tumorais foi interrompido em torno de uma semana e meia apos
o inéculo com a morte dos mesmos na segunda semana (NISHIKAWA et al., 2004).

Nishikawa et al. (2004), também demonstraram que o NO presente em um
ambiente com baixa tenséo de oxigénio, como a cavidade peritoneal, pode promover
0 processo de apoptose celular, pela inibicdo da transducdo de energia na
mitocondria, prejudicando a producdo de altas concentracdes de ATP necessarias
para a sintese de DNA requerida no processo de divisdo celular pela célula tumoral,
além da liberacdo do citocromo c¢, um dos gatilhos para o inicio do processo de

apoptose.
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Por outro lado, a presenca da INOS, consequentemente do NO, foi requerido
no desenvolvimento do tumor sélido de Ehrlich. O tumor sélido néo foi capaz de se
instalar e crescer nos animais deficientes de INOS, diferente dos animais que
expressavam iINOS, nos quais o tumor se desenvolveu acompanhado pelo aumento
da concentracdo de NO. Apesar de sua atividade citotoxica frente as células tumorais,
nas formas sdlidas, o NO oriundo de macréfagos associados ao tumor também
estimulam o aumento do fluxo sanguineo e a formacdo de novos vasos. A
angiogénese e o aumento da permeabilidade vascular, necessarios para 0
desenvolvimento de tumores soélidos, se deve a produc¢édo do VEGF promovido pelo
NO. As concentragdes de VEGF estavam menores nos animais deficientes de iNOS
em relacdo aos animais selvagens, demonstrando que a expressao comprometida do
VEFG ao redor tumor inibe o desenvolvimento tumoral pela ndo formacdo de novos
vasos na periferia e dentro do tumor e ndo fornecimento nutricional e de oxigénio
(NISHIKAWA et al.; 2004).

O aumento crescente na producdo de NO durante a progressdo do tumor de
Ehrlich foi demonstrado por Ziche et al. (1997), corroborando a necessidade da
instalacdo de um processo inflamat6rio no microambiente tumoral. Evidenciando o
efeito paradoxal do NO, uma vez que seu efeito antitumoral, ele também é necessario
para o desenvolvimento do tumor.

Kalish et al. (2015) demonstraram que diferentes concentracdes de NO entre
linhagens de camundongos podem determinar a susceptibilidade ao tumor. A
linhagem C57BL/6N, onde houve maior producdo de Oxido nitrico, apresentaram
menor progressao tumoral e maior sobrevida. Em contraste, a linhagem C57BL/6J
apresentou menor sobrevida e maior progressao tumoral com niveis inferiores de
producao de NO.

Antigenos néo proprios, substancias enddgenas, farmacos destinados a terapia
de outras patologias e produtos naturais tem sido avaliado na ativagdo de macréfagos
e na mediacdo da producgdo de mediadores inflamatérios no combate ao tumor. Como
um exemplo de substancia enddgena temos a prolactina, uma proteina de secregéo
pituitaria que possui a capacidade de aumentar a producao de espécies reativas de
nitrogénio e oxigénio, bem como a producdo de interleucina 12 (IL-12) em TAM
(MAJUMDER et al. 2002).
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Além da via classica de ativacdo por LPS para o perfil M1, tem se descrito na
literatura que outros antigenos bacterianos como a Proteina A de Staphylococcus
aureus, DNA e oligonucleotideos sintéticos com CpG ndo metilados sao capazes de
aumentar a producao de NO tanto em macrofagos peritoneais de animais sem tumor
quanto nos portadores do tumor de Ehrlich (CHATTOPADHYAY et al., 2002,
OLISHEVSKY et al., 2006).

Em relacdo aos medicamentos utilizados no tratamento de outras doencas,
como o diazepam, foi observada uma diminuicdo no recrutamento e na atividade dos
macréfagos com menor producgéo de NO levando ao aumento da progresséao do tumor
(SAKAI et al., 2006). Por outro lado, o haloperidol e o diocloroacetato, foram capazes
de aumentar a ativacdo e a producdo de NO em TAM de animais com tumor ascitico
de Ehrlich (KLEEB et al., 1999; PYASKOVSKAYA et al., 2015).

Estudos realizados com o extrato bruto das folhas de Attalea speciosa, mostrou
que o extrato foi capaz de aumentar o recrutamento de macréfagos para a cavidade
peritoneal e aumentar a producdo de NO em animais sadios, elucidando um possivel
mecanismo de eliminacdo do tumor ascitico de Ehrlich em animais tratados com o
extrato (CRUZ et al., 2007). Por outro lado, outros autores relatam o controle do
desenvolvimento tumoral através do efeito antinflamatério e antioxidante de extratos
de Ichnocarpus frutescens, Ipomoea obscura (L) Ventilago madraspatana Gaertn.,
Rubia cordifolia Linn. and Lantana camara Linn (KUMARAPPAN et al., 2007; GOSH
et al., 2010; HAMSA; KUTTAN, 2011).

Nosso grupo de pesquisa tem avaliado o modelo tumoral de Ehrlich, nas suas
duas formas, sélida e ascitica, na tentativa de elucidar os efeitos que NO possui no
processo de desenvolvimento e no controle tumoral em suas diferentes formas.
Assuncéo et al. (2011) e Fortes et al. (2011) demonstraram que animais tratados com
extrato hidroalcodlico de geoprépolis (EHGP) e com o extrato aquoso de mesocarpo
de babacu (EAB) inibiu significativamente o desenvolvimento do tumor ascitico de
Ehrlich, conferindo o efeito tumoricida dos extratos ao aumento no numero de células
do peritdbnio e na producdo de NO e H202. Em contrapartida, o efeito antitumoral do
EHGP na forma solida do tumor de Ehrlich, foi conferida pela inibicdo da producéo

destas espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, enquanto que o EAB induziu a
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expressdo de iINOS e consequentemente de NO, promovendo apoptose das células
tumorais via caspase-3.

Serra et al. (2016) demonstraram que o extrato etandlico das folhas de Croton
triqueter Lam.(EEJ) também foi capaz de diminuir o nimero total de células tumorais
e aumentar a sobrevida de animais portadores de tumor ascitico de Ehrlich, atribuindo
este efeito tumoral ao aumento da expressédo dos marcadores CD14, IA-IE e CD86
em macrofagos Raw 264.7 estimulados ou ndo com LPS, indicando que o EEJ
apresenta a capacidade de polarizar macrofagos para o perfil M1, produtor de NO.

O NO desempenha um papel importante no desenvolvimento tumoral, desde
a eliminagcéo de tumores, bem como favorecendo na sua instalacédo e a progressao.
Demonstrando que de acordo com o microambiente inserido desempenha funcdes
distintas, assim como as células que expressam sua enzima produtora, 0S
macrofagos, podem apresentar perfis funcionais distintos de acordo com os estimulos
fornecidos. Estando intimamente relacionados com a fisiopatologia tumoral, se tornam

alvos de diversos estudos para o tratamento desta doenca.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da inibicdo INOS sobre a polarizacdo de macréfagos e sobre o

desenvolvimento tumoral.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito da inibicdo da INOS sobre a polarizacdo de macréfagos in vitro.

- Acompanhar o desenvolvimento tumoral de camundongos portadores do tumor
solido de Ehrlich e tratados com o inibidor da iNOS.

- Investigar os possiveis efeitos imunolégicos afetados pela inibicdo da INOS em
camundongos portadores de tumor de Ehrlich na forma sélida.

- Avaliar a sobrevida e o desenvolvimento tumoral de camundongos portadores

do tumor ascitico de Ehrlich e tratados com o inibidor da iNOS.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Avaliacdo do efeito da inibicdo da iINOS sobre a polarizacao in vitro de macréfagos
4.1.1 Cultura da linhagem Raw 264.7

As células da linhagem de macréfago murino Raw 264.7 foram cedidas
gentilmente pelo Professor Dr. Wanderson Pereira. Para a manutencéo das células
Raw 264.7, estas foram expandidas em frascos de cultura de 25 cm? (Thermo Fisher
Scientific) em meio RPMI 1640 (SIGMA) suplementado com 2 mM de L-glutamina
(SIGMA), 23 mM de L-asparagina (SIGMA), 0,1 mM de &cido piravico (SIGMA), 1 mM
de &cido félico (SIGMA), 1% de estreptomicina (100 ug/mL, Merck), penicilina G (100
U/mL, SIGMA) e 10% de soro fetal bovino (SFB)(SIGMA), a 37°C em estufa contendo
5% de CO?. Ap6s as mesmas atingirem confluéncia, o meio RPMI das garrafas foi
descartado, sendo os frascos lavados duas vezes com 10 mL de PBS estéril, a fim de
evitar que células mortas fossem plagueadas. Em seguida, foram adicionados 2 mL
de meio RPMI completo e as células que permaneceram aderidas no frasco foram
destacadas por meio de raspagem com suporte plastico (Cell Scraper, Corning Glass
Workers, New York, USA). O meio contendo as células foi transferido para um tubo
de 15 mL contendo previamente 1 mL de meio RPMI completo. Este foi centrifugado
em 290 G a 4°C, 10 minutos. Apés centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e 5
mL de meio RPMI completo foram adicionados ao tubo Falcon.

A contagem global de células foi efetuada na camara de Neubauer em solucéo
de azul de Trypan para avaliacéo da viabilidade celular. Em todos os protocolos foram
empregadas somente as suspensodes que apresentaram viabilidade superior a 95%.

4.1.2 Preparo da Solucdo de Aminoguanidina (AG)

Para os ensaios in vitro, foi preparada a solucdo mae de AG (SIGMA,
ALEMANHA) na concentracdo de 1M utilizou-se o sal hemissulfato de AG. Foram
pesados 123mg, apos diluicdo com 1mL de agua de injecdo a solucao foi agitada e
posteriormente filtrada na camara de fluxo. Para obtencdo das concentracdes de
interesse, foi realizada diluicdo com meio RPMI suplementado com 2% de SFB a partir
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da solucdo mae. Foram utilizadas as concentracoes finais de 0,01mM; 0,1mM; 1mM
e 10mM para os experimentos propostos.

Para a administracdo por via oral da dose de 100mg/kg de AG para os
experimentos in vivo, foi preparada a solugdo de AG na concentragdo de 65mg/mL
utilizando o sal hemissulfato de AG. Foram pesados 910mg, apds reconstituicdo com
15mL de PBS, a solucéo foi agitada e armazenada protegida da luz e a 4° C. O volume
a ser administrado de acordo com a dose de 100mg/kg foi calculado através da

formula abaixo.

Peso (g) x 0,1 x 1000

V(uL) = o5

4.1.3 Ensaio de citotoxicidade da AG

Inicialmente, foi avaliada a citotoxicidade in vitro da AG nas concentracdes de
0,01mM; 0,2mM, 1mM e 10mM sobre as células Raw 264.7 e nas células do tumor de
Ehrlich na concentracédo de 1x10° células/mL em 48 horas, pelo ensaio MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl) brometo de 2,5-difeniltetrazolio) (SIGMA-ALDRICH, EUA)
(MOSMANN, 1983). ApoOs 48h, foi adicionado 10 uL de MTT (5mg/mL). Apés
incubacédo durante 3 horas a 37°C, os cristais de formazan incorporados em células
viaveis foram solubilizados com 100uL de SDS/HCL (ISOFAR, Duque de Caxias, RJ,
BR) e a placa foi mantida em temperatura ambiente por 12h. A absorbancia a 540 nm
foi determinada com um leitor de microplacas (Molecular Devices, SpectraMax® Plus
384). A citotoxicidade foi calculada subtraindo-se a partir do quociente entre o valor
meédio de absorbancia para as células tratadas com AG em relacdo ao valor médio de

absorbancia para as células nédo tratadas, seguindo a férmula abaixo:

Absorbancia do Tratamento
% Viabilidade = x 100
Absorbancia do controle negativo

4.1.4 Determinacdo da concentracao final de AG para os experimentos in vitro

Macréfagos Raw 264.7 foram transferidos para placas de 96 pocos com fundo
chato na concentracdo de 1x10° células/mL em meio RPMI 1640 (SIGMA)
suplementado com 2% de SFB(SIGMA), em triplicata e incubadas 1 hora a 37°C e 5%



51

de CO2. ApoOs esse periodo inicial de incubacdo, as células aderentes foram
estimuladas ou nao para o perfil M1, tratadas ou ndo com as concentragcdes nao
toxicas de AG obtidas nos ensaios de Citotoxicidade e incubadas 37°C e 5% de CO:2
por 24 horas. A concentracdo final de AG foi determinada a partir da medida da
concentragéo de nitritos no sobrenadante, descrita no item 4.3.1, sendo escolhida a
que inibiu por completo a producédo de 6xido nitrico.

4.1.5 Polarizacdo de macrofagos

Nos experimentos in vitro, foram utilizados macrofagos Raw 264.7 polarizados
ou nao para os perfis M1 e M2. Para a inducao para o perfil M1, os macrofagos foram
estimulados com 10ng/mL de IFN-y (PEPROTECH, Catalogo 315-05) e 200ng/mL de
LPS (Escherichia coli, 0111:B4, SIGMA). Para o perfil M2 foram estimulados com
40ng/mL de IL-4 (PEPROTECH, Catalogo 214-14) e 20ng/mL de IL-13 (PEPROTECH,
Catalogo 213-10). Como controle negativo, macréfagos MO, os macrofagos Raw 264.7

foram mantidos apenas em meio RPMI suplementado com 2% de SFB.

4.1.6 Protocolos in vitro para avaliacdo do efeito da AG sobre a polarizagdo de

macrofagos

ApoGs a determinacdo da concentracdo final efetora de AG, foram realizados
dois protocolos para avaliacdo do efeito da AG sobre a polarizacdo de macrofagos.
Inicialmente os macréfagos Raw 264.7 foram transferidos para placas de 96 pocos
com fundo chato na concentragédo de 1x10°8 células/mL em meio RPMI 1640 (SIGMA)
suplementado com 2% de SFB (SIGMA), em triplicata e incubadas por 1 hora a 37°C
e 5% de CO..

AplOs esse periodo inicial, no primeiro protocolo, os macréfagos foram
polarizados para os perfis M1 e M2, tratados concomitantemente 1mM de AG e
incubados a 37°C e 5% de CO:2 por 24 e 48 horas. Macréfagos MO também foram
tratados com 1mM de AG e mantidos em cultura pelo mesmo periodo. Apds 24 e 48
horas os sobrenadantes foram retirados para a dosagem de NO e citocinas e realizada

a imunofenotipagem com os macrofagos. (Figura 9).
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Retirada do Retirada do
sobrenadante e sobrenadante e
marcagao dos marcagdo dos
macrofagos macrofagos
Horasl I >I
0 24 48
A 3
4 4

Estimulo + Tratamento

MO |— Meio

M1 | —»| IFN-y + LPS

M2 | — IL4 +IL-13

MO + AG | — Meio + AG

M1 +AG | — | IFNy + LPS + AG

M2 +AG |—*| IL4 +IL-13 + AG

Figura 9. Protocolo 1 de polarizacdo dos macréfagos Raw264.7 e tratamento com AG.

No segundo protocolo, os macréfagos foram polarizados e tratados

concomitantemente 1mM de AG e incubados a 37°C e 5% de CO:z por 24 horas,

seguindo da retirada dos estimulos e tratamento pela da troca do sobrenadante por

meio RPMI 1640 sem estimulo e tratamento e incubados por mais 24 e 48 horas

(Figura 10). Apoés esses tempos de incubacao, os sobrenadantes foram retirados para

a dosagem de NO e citocinas e realizada a imunofenotipagem com os macréfagos.

Retirada do Retirada do
sobrenadante e sobrenadante e
Troca do marcagao dos marcagao dos
sobrenadante macrdéfagos macrofagos
Horasl I >|
0 24 48 )2
4 » L)
4
Estimulo + Tratamento .
Meio

| MO |——»| Meio |

] [P

— » IFN-y + LPS + AG

| M2 | = 14 +1L13 |

| M2+ AG |—>| L4 +I1L-13 + AG |

Figura 10. Protocolo 2 de polarizagdo dos macréfagos Raw264.7 e tratamento com AG.
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4.1.7 Imunofenotipagem de macréfagos

Para caracterizacao fenotipica dos perfis de macréfagos foram utilizados os
anticorpos para os marcadores de superficie CD80 e CD86 (moléculas co-
estimuladoras) conjugado com PE (BD Pharmingen) e o marcador intracelular INOS
conjugado ao PE-Cy7 (BD Pharmingen), conforme a distribuicdo em painéis no
Quadro 1.

Quadro 1. Painéis utilizados no ensaio de imunofenotipagem

PE CD80 Cds6
PE-Cy 7 iNOS iNOS

Seguido as culturas e retirada dos sobrenadantes, os macréfagos foram
desprendidos do fundo da placa com adi¢cao de 200uL de PBS (Solugdo Tamponada
com Fosfato — pH 7,4) gelado com 10mM EDTA (do inglés ethylenediamine tetraacetic
acid) e incubados por 10 minutos a 4°C. Em seguida as células foram transferidas
para placa de 96 pocos de fundo U redondo e centrifugadas a 340 G; 4°C durante 3
minutos.

ApGs centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 200uL
de PBSA 1% (PBS mais BSA 1%) ao pellet formado para ser lavado por duas vezes.
Apds a lavagem foram adicionados aos pogos 50uL anticorpo Fc Block (BD
Pharmingen) na proporgéo de 1uL do Anticorpo:100uL de PBSA 1% em todos os
pocos para incubar por 15 min a 4°C. Adicionou-se 150uL de PBSA 1% e foi feita
centrifugagéo das células a 340 G; 4°C durante 3 min. O sobrenadante foi descartado
novamente e o pellet desprendido para ser incubado com 100uL do mix de anticorpos
de superficie, anti-CD86 e anti-CD80 (BD Pharmingen) e incubados durante 20 min
ao abrigo da luz a 4°C.

Passado o periodo de incubacéo foi adicionado mais 200uL de PBSA 1% para
o pellet ser centrifugado por mais duas vezes (340 G / 4°C / 3 min). Em seguida, as
células foram fixadas com paraformaldeido a 4% e incubadas por 15min a 4°C ao
abrigo da luz para em seguida serem novamente lavadas por mais duas vezes com
PBSA 1%.

Para permeabilizacdo dos macrofagos, estes foram lavados duas vezes com

PERM/WASH 1x (BD Pharmingen) e incubados com 50uL desta solugéo por 20min a
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4°C no escuro. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as células incubadas
com 100uL de anti-iINOS por 20min a 4°C ao abrigo da luz. ApGs essa etapa foi
realizada mais duas lavagens com PERM/WASH 1x (340 G / 4°C / 3 min) e o pellet
ressuspenso em 150uL de PBSA 1%. As suspensbdes de macrofagos foram
transferidas para microtubos de leitura para aquisicdo no de citbmetro de fluxo
FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).

Os dados foram analisados no programa Flow Jow®(TreeStar), com a seguinte
estratégia de analise. Foram adquiridos 10000 eventos levando-se em consideracéo
0s parametros de tamanho (Forward Scatter, FSC) e complexidade celular (Side
Scatter, SSC) para estabelecimento do gate de aquisicdo da populacdo de
macréfagos (FIGURA 11A). Apés a determinacdo do gate principal, as células foram
avaliadas segundo os canais de fluorescéncia utilizados com o auxilio dos respectivos
isotipos, sendo determinado inicialmente o gate para os macrofagos positivos para 0s
marcadores de superficie CD80 ou CD86 no parametros SSC versus FL2-H (FIGURA
11B), partindo-se entdo para os macréfagos positivos para o marcador intracelular
INOS nos parametros SSC versus FL3-H (FIGURA 11C), para determinacao e anélise
do nimero absoluto das células expressando os marcadores e média da intensidade
de fluorescéncia (MFI).
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Figura 11. Estratégia de anélise da imunofenotipagem. Macréfagos Raw 264.7 foram induzidos ou
nao para os perfis M1 (10ng/mL de IFN-y e 200ng/mL de LPS) e M2 (40ng/mL de IL-4 e 20ng/mL de
IL-13), tratados ou ndo com AG e realizada a marcacao de superficie anti-CD80 e anti-CD86 (PE),
seguindo da marcagéo intracelular anti-iNOS (PE-Cy7). Foram adquiridos 10000 eventos levando-se
em consideracdo os parametros de tamanho (Forward Scatter, FSC) e complexidade celular (Side
Scatter, SSC) para estabelecimento do gate de aquisicao da populacdo de macrofagos (A). Apds a
determinac@o do gate principal, as células foram avaliadas segundo os canais de fluorescéncia
utilizados, sendo determinado inicialmente o gate para os macréfagos positivos para os marcadores de
superficie CD80 ou CD86 no parametros SSC versus FL2-H (B), partindo-se entdo para os macroéfagos
positivos para o marcador intracelular iNOS nos parametros SSC versus FL3- (C), para determinagéo
e andlise do nimero absoluto das células expressando os marcadores e média da intensidade de
fluorescéncia (MFI).
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4.2 Avaliacdo da inibicdo da iINOS na forma ascitica e sdlida do tumor de Ehrlich in
vivo
4.2.1 Animais

Foram utilizados 65 camundongos machos da linhagem Swiss, com peso em
torno de 25-30g e idade entre 3 e 4 meses, fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA). Os animais foram mantidos sob
condicbes ambientais padronizadas, alimentados com uma dieta balanceada e agua
ad libitum. Todos os procedimentos descritos foram aprovados pela Comisséo de
Etica para o Uso de Animais da Universidade Federal do Maranhdo (CEUA/UFMA n°
23115.003822/2016-26).

4.2.2 Manutencao do tumor de Ehrlich

A manutencdo do tumor de Ehrlich é realizada no Laboratério de
Imunofisiologia da UFMA, por meio de transplantes intraperitoneais (ip.) semanais das
células neoplasicas em camundongos sadios (BALA et al., 2010). Para obtencao das
células neoplasicas, camundongos com aproximadamente sete dias de evolucdo do
tumor ascitico de Ehrlich foram eutanasiados com uma sobredose da solugéo
anestésica (solucdo 2:1:1, Ketamina 100mg/mL, Cloridrato de Xilasina 20mg/mL,
PSB, viaim). ApoOs a assepsia com alcool 70% e excisao da parede abdominal, o fluido
ascitico foi puncionado da cavidade peritoneal e ressuspendido em PBS, pH 7,2. Em
seguida, a suspensao celular obtida foi centrifugada (290 G a 4°C, 10 minutos). Ao
término da centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas em 5 mL de PBS. Para a determinacdo da concentracdo de células
tumorais presentes nessa suspencdo uma aliquota foi diluida, sendo realizada a
contagem de células na cAmara de Neubauer, e a viabilidade celular determinada pelo
teste de excluséo pelo azul de Trypan. A concentracéo da suspenséao celular ajustada
para 107 células tumorais/mL e inoculado 200 pL contendo 2x10° células tumorais por
via intraperitoneal em um animal sadio e acompanhado por 7 dias. Em todos os
protocolos foram empregadas somente as suspensdes que apresentaram viabilidade

superior a 95%.
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4.2.3 Procedimento experimental com o tumor solido de Ehrlich

Para avaliacdo do desenvolvimento do Tumor de Ehrlich na forma sdlida, foi
realizado o protocolo de inducédo do tumor tanto no coxim plantar como na orelha
direita de camundongos Swiss. Inicialmente, foi inoculado 50uL de uma suspensao
celular contendo 107 células tumorais/mL no coxin plantar de dezoito (18)
camundongos. O grupo Limpo recebeu 50uL de uma solucéo de PBS (NASCIMENTO
et al., 2006).

ApGs a inoculagéo ou ndo da suspensao celular os animais foram subdivididos
em quatro grupos (n=6/grupo). Um grupo Limpo, sem tumor e sem tratamento; e trés
grupos que receberam as células tumorais, 0s quais nao foram tratados (Controle), ou
foram tratados, oralmente, com uma solucdo aquosa de AG na dose 100mg/Kg
durante cinco primeiros dias a partir do primeiro dia do inoculo (AG Inicial) ou por cinco
dias a partir do 10° dia ap6s o inoculo (AG Final).

A cada dois dias foi mensurada a espessura da pata dos animais com o tumor,
com auxilio de um paquimetro, e vinte dias apds o inéculo do tumor os animais foram
eutanasiados e feita coleta do soro para as analises bioquimicas; amputacdo das
patas para andlise histopatoldgica e retirada dos 6rgéos linféides (baco, linfonodo
drenante e medula) para verificar a celularidade.

Para o protocolo de indu¢éo do tumor na orelha, foram inoculados 20uL de uma
suspenséo celular contendo 2,5x107 células/mL na orelha direita de 30 camundongos.
O restante dos animais (n=5) recebeu 20uL de uma solucdo de PBS (NASCIMENTO
et al., 2006).

ApoOs a inoculacéo ou ndo da suspenséo celular os animais foram subdivididos
em seis grupos (n=5/grupo), conforme Tabela 3.

Tabela 3. Divisdo dos grupos experimentais para os animais portadores da forma soélida do
turmor de Ehlich.

GRUPOS
SEM TUMOR LIMPO
CONTROLE CONTROLE
COM TUMOR e
AG INICIAL
AMINOGUANIDINA COM TUMOR AG FINAL
AG CONTINUO
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O grupo Limpo, sem tumor, e o grupo Controle, com tumor, ndo receberam
tratamento. O tratamento dos demais grupos iniciaram no segundo dia apds o indculo.
No primero dia apés o inoculo, o grupo Ciclo foi tratado com ciclofosfamida
monoidratada (Genuxal — Baxter Oncology) na dose de 25mg/kg, ip., por dez dias
apos 48 horas do indculo. Os Grupos AG foram tratados com uma solucao aquosa de
hemissulfado de AG na dose de 100mg/kg, por via oral (v.0.) durante cinco dias a
partir do segundo dia apos o inoculo (AGI), por cinco dias a partir do 7° dia apés o
inoculo (AGT) ou por dez dias apés segundo dia apds o inéculo (AGC), conforme
Figura 12.

AG Continuo (v.0.)

1 l

Implantagao do

Tumor de Ehrlich  AG inicial (v.0.) AG final (v.0.)
1 1 l l lEutanésia
Dias I I I I I >
0 2 6 7 11 12
CICLO (ip.)

Figura 12. Protocolo de tratamento no modelo sélido do Tumor de Ehrlich.

No dia zero (D0) e a cada dois dias, 0 peso dos animais e o consumo de ragcao
foram verificados em balanga analitica. A cada 4 dias (D4, D8 e 12) as orelhas com
tumor foram fotografadas para calculo da area do tumor e da orelha através do
programa ImageJ (versao 1.52A, Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA)
e expressa em mm?2.

No décimo segundo dia apds o indculo do tumor os animais foram eutanasiados
com uma sobredose da solucdo anestésica e foram coletados: o sangue (para
obtencdo de citocinas, esfregaco sanguineo e contagem global de leucdcitos), a
orelha direita (para analise macroscopica); os orgaos linfoides — baco (pesagem,
contagem, cultura, citocinas, NO e imunofenotipagem), linfonodo drenante (contagem)
e medula (contagem) e o lavado peritoneal (contagem, cultura, produgcéo de H202 e
NO).
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4.2.3.1 Obtencao do sangue

ApoOs a anestesia, com 50uL da solucdo anestésica dos animais o sangue foi
obtido a partir do plexo orbital e coletado em tubo cénico de 2mL. Foi realizado o
esfregaco sanguineo imediatamente com 10uL de sangue e 20uL foram diluidos em
400pL do Liquido de Turck (40 mL de &cido acético glacial, 40 gotas de violeta
genciana a 1% e agua destilada gsp 1L) para contagem dos leucdcitos totais. Apos
cinco minutos de descanso a temperatura ambiente, o tubo com o sangue foi
acondicionado em caixa com gelo, até a formacao do coagulo. Apds centrifugacéo
(290 G, 4°C, 10 minutos), o soro foi coletado, uma parte foi utilizada para fazer

dosagem de nitritos e a outra foi armazenada em -20° C para dosagem de citocinas.

4.2.3.2 Anélise leucométrica

A contagem global de leucdcitos foi feita nos quatro quadrados grandes laterais
(L1, L2, L3, L4) da camara Neubauer, com auxilio de microscépio Optico comum
(Olympus CX40), sob aumento de 40X. Ao total de células contadas (N), foi aplicada
a férmula: Leucdcitos/mm3 = N x 50 (ARAUJO-JORGE; CASTRO, 2000).

A contagem diferencial dos leucécitos foi realizada através de esfregaco
sanguineo corado com o kit pandtico rapido (Laborclin) (conforme instru¢cdes do
fabricante), com auxilio de microscopio Optico comum, sob aumento de 100X.
Estabeleceu-se a quantidade de cada tipo de célula, encontrada ao final da contagem
de 100 leucdcitos.

4.2.3.3 Avaliacao histopatoldgica da orelha

Apés a eutanasia, as orelhas dos animais foram coletadas, armazenadas em
formol a 10% por 48 horas e colocadas em parafinas para posterior confecgao das
laminas. As amostras foram seccionadas em 5um de didmetro e coradas com
hematoxilina-eosina (LUNA, 1968). A analise das laminas, sem identificacdo dos
grupos, foi realizada pelo patologista em microscopio Optico de luz comum, com

objetiva de 40. Os cortes foram fotografados em microscépio Optico invertido
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(NIKON®, modelo eclipse Ti-U) e do programa NIS-Elements advanced research
(NIKON Corporation®, Japao) com aumento de 200 e 400X.

Os parametros analisados foram: infiltrado celular, necrose, quantidade de
células tumorais, angiogénese e edema (DE ASSIS et al., 2007). O sistema de escore
utilizado para caracterizar os parametros analisados foi determinado da seguinte
forma: (0) ausente, (1) leve, (2) moderado e (3) intenso (CHARRET et al., 2013). Os

dados foram apresentados como média + desvio padréo.

4.2.3.4 Obtencéo e contagem das células dos linfonodos, do baco e da medula 6ssea

Os linfonodos foram retirados e triturado s em 1 mL de PBS, sendo as
suspensdes celulares diluidas 10x em PBS para a realizacdo das contagens. Os
bacos foram retirados, pesados e triturados em 3 mL de PBS e as suspensdes
celulares foram mantidas em banho de gelo e diluidas 50x em PBS para contagem.
Para obtencéo das células da medula 6ssea, o fémur esquerdo foi perfundido com 1
mL de PBS. Foram retirados 90 uL das suspensdes celulares obtidas dos respectivos
orgaos. As células foram fixadas e coradas em 10 pL de cristal violeta (0,05%)
dissolvido em &cido acético 30%. As contagens celulares foram realizadas em camara
de Neubauer, com auxilio de um microscépio 6tico de luz comum (CRUZ et al., 2007).

4.2.3.5 Culturas do baco e peritbnio

As células do baco e peritbnio foram cultivadas em placas de 96 pocos a uma
concentracdo de 2x10°8 células/ mL (2x10° por poco) em meio RPMI 1640 (SIGMA)
suplementado com 2 mM de L-glutamina (SIGMA), 23 mM de L asparagina (SIGMA),
0,1 mM de acido pirdvico (SIGMA), 1 mM de &cido folico (SIGMA), 1% de
estreptomicina (100 pg/mL, Merck), peniciina G (100 U/mL, SIGMA) e 2% de
SFB(SIGMA). O sobrenadante foi coletado e armazenado em -20° C, ap0s incubacao

por 48 horas a 37°C e 5% de COz, para dosagem de nitrito e de citocinas.
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4.2.3.6 Fenotipagem das células do bacgo

Para avaliacdo fenotipica, um nimero de 1x10%/mL das células do baco foram
ressuspensas em 100 uL de PBS e transferidas para uma placa de 96 pocos de fundo
redondo e centrifugadas (340 G /4°C/ 3 minutos). Apdés centrifugacao o sobrenadante
foi descartado e adicionou-se 200uL de PBSA 1% (PBS 1x mais BSA 1%) ao pellet
formado para ser lavado por duas vezes. ApoOs a lavagem foi adicionado aos pocos
50uL anticorpo Fc Block (BD Pharmingen) na proporgéo de 1uL do Anticorpo:100uL
de PBSA 1% em todos 0s pogos para incubar por 15 min a 4°C. Adicionou-se 150uL
de PBSA 1% e foi feita centrifugacdo das células a 340 G; 4°C durante 3 min. O
sobrenadante foi descartado novamente e o pellet desprendido para ser incubado com
o 100uL do mix de anticorpos e incubados durante 20 min ao abrigo da luz a 4°C.
Passado o periodo de incubacgao foi adicionado mais 200uL de PBSA 1% para o pellet
ser centrifugado por mais duas vezes (340 G/ 4°C / 3 min). Em seguida, as células
foram fixadas com paraformaldeido a 4% e incubadas por 15min a 4°C ao abrigo da
luz para em seguida serem novamente lavadas por mais duas vezes com PBSA 1%.
Apds a ultima lavagem, o pellet foi ressuspenso em 150uL de PBSA 1%. As
suspensdes de células foram transferidas para microtubos de leitura para aquisicao
de 20000 eventos no citometro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA). Os dados foram analisados no programa Flow Jow®(TreeStar).

Foram montados 4 painéis de marcacdo com 0S seguintes anticorpos
monoclonais conjugados com fluorocromos: anti-CD3 e anti-lale conjugados com
FITC; anti-CD28, anti-CD19, anti-CD49b e anti-CD69 conjugados com PE, anti-CD4 e
anti-CD8 conjugados com PerCP e anti-NK1.1 e anti-F4/80 conjugados com PerCP-
Cy5.5; (BD Biosciences Pharmingen) (Quadro 2). Para cada painel foi realizacdo a
marcacdo com 0S respectivos isotipos no pool de células. Para calibracdo do
citbmetro, foi realizado um pool de células, que foram utilizadas no controle branco
(sem anticorpo conjugado) e trés controles positivos 1, 2 e 3 (marcados com um
anticorpo conjugado com fluorocromo da molécula mais expressa para seu canal

correspondente).
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Quadro 2. Painéis para marcacéo das células do baco

FLUOROCROMO FITC PE PerCP PerCP-Cy5.5
PAINEL 1 CDh3 CD28 CDh4 =
PAINEL 2 CD3 CD69 CDh8 -
PAINEL 3 CD3 CD49b = NK1.1
PAINEL 4 lale CD19 - F4/80

A estratégia de andlise da imunofenotipagem das células do baco para cada
painel se deu da seguinte maneira. Inicialmente, foi feita a sele¢éo da regido contendo
as células de interesse, caracteristica dos esplendcitos no grafico baseado em
granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC) (Figura 13A). Em seguida, para analise
das subpopulacdes majoritarias de linfécitos T selecionou-se os parametros e as
regibes duplo-positivas em CD3 (canal 1) versus CD4 (canal 3) para linfécitos T
auxiliares (CD3+/CD4+) (Figura 13B) e CD3 (canal 1) versus CD8 (canal 3) para
linfécitos T citotoxicos (CD3+/CD8+) (Figura 13C). Para avaliacdo da expressao das
moléculas co-estimuladoras dos linfécitos T auxiliares e citotoxicos foram
selecionadas as regides positivas para o CD28 no histograma baseado em CD28
(canal 2) e para o CD69 no histograma baseado em CD69 (canal 2) respectivamente
(Figura 13D e E). Em cada populacéo de linfocitos o valor relativo, absoluto e a média
da intensidade de fluorescéncia (referente ao nimero total de células do baco) dos

marcadores especificos foram definidos.
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Figura 13. Estratégia de andlise para identificacédo de linfécitos T auxiliares e T citotéxicos do
baco dos animais. As células do baco foram obtidas dos animais inoculados (ou ndo) com tumor de
Ehrlich e tratados (ou ndo) com AG ou ciclofosfamida. Para analise das células inicialmente, foi feita a
selecdo da regido contendo as células de interesse, caracteristica dos esplendcitos no grafico baseado
em granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC) (8A). Para analise das subpopula¢gdes majoritarias de
linfocitos T selecionou-se os parametros e as regides duplo-positivas em CD3 (canal 1) versus CD4
(canal 3) para linfocitos T auxiliares (CD3+/CD4+) (Figura 8B) e CD3 (canal 1) versus CD8 (canal 3)
para linfocitos T citotoxicos (CD3+/CD8+) (Figura 8C). Para avaliacdo da expressao das moléculas co-
estimuladoras dos linfocitos T auxiliares e citotéxicos foram selecionadas as regides positivas para o
CD28 no histograma baseado em CD28 (canal 2) e para o CD69 no histograma baseado em CD69
(canal 2) respectivamente (Figura 8D e E). Em cada populacéo de linfécitos o valor relativo, absoluto e
a média da intensidade de fluorescéncia (MFI) (referente ao nimero total de células do baco) dos
marcadores especificos foram definidos.
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Para analise das células NK e NKT inicialmente, foi feita a sele¢cdo da regiao
contendo as células de interesse, caracteristica dos esplendcitos no gréfico baseado
em granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC) (Figura 14A). Em seguida foi feita a
selecdo da regido negativa e positiva para CD3+, respectivamente no histograma
baseado em CD3 (canal 1) (Figura 14B). Seguindo a analise para as células duplo
positivas para CD49b e NK1.1(Figuras 14C). Onde NK sdo CD3-CD49b+NK1.1+ e as
células NKT sdo CD3+CD49b+NK1.1+. Nas populacdes de células NK e NKT o valor
relativo, absoluto e a média da intensidade de fluorescéncia (referente ao numero total

de células do baco) dos marcadores especificos foram definidos.
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Figura 14. Estratégia de andlise para identificacdo de células NK e NKT do bago dos animais. As
células do bacgo foram obtidas dos animais inoculados (ou ndao) com tumor de Ehrlich e tratados (ou
nao) com AG ou ciclofosfamida. As células foram marcadas com anticorpos especificos para células
NK. Para analise das células NK e NKT inicialmente, foi feita a selecéo da regido contendo as células
de interesse, caracteristica dos esplendcitos no gréafico baseado em granulosidade (SSC) versus
tamanho (FSC) (A). Em seguida foi feita a selecdo da regido negativa e positiva para CD3+,
respectivamente no histograma baseado em CD3 (canal 1) (B). Seguindo a analise para as células
duplo positivas para CD49b e NK1.1(C). Nas populacdes de células NK e NKT o valor relativo, absoluto
e a média da intensidade de fluorescéncia (MFI) (referente ao nimero total de células do bago) dos
marcadores especificos foram definidos.
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Para andlise dos linfocitos B e dos macrofagos, inicialmente, foi feita a selecéo
da regido contendo as células de interesse, caracteristica dos esplendcitos no grafico
baseado em granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC) (Figura 15A). Para analise
dos linfécitos B foi feita a selecdo da regido positiva para CD19+ no histograma
baseado em CD19 (canal 2) (Figura 15B). Em seguida foi avaliada a expressao do
lale na regido positiva para lale+ no histograma baseado em lale (canal 1) (Figura
15C). Para analise dos macrofagos foi feita a selecao da regido positiva para F4/80+
no histograma baseado em F4/80 (canal 3) (Figura 15D). Em seguida foi avaliada a
expressao do lale na regido positiva para lale+ no histograma baseado em lale (canal
1) (Figura 15E). Em cada populacdo obteve-se o valor relativo, absoluto e a média da
intensidade de fluorescéncia (referente ao numero total de células do baco) dos

marcadores especificos.
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Figura 15. Estratégia de andlise para identificacdo de Linfécitos B e macréfagos do baco dos
animais. As células do baco foram obtidas dos animais inoculados (ou ndo) com tumor de Ehrlich e
tratados (ou ndo) AG ou ciclofosfamida. As células foram marcadas com anticorpos especificos para
linfécitos B e macrofagos. Para andlise das células inicialmente, foi feita a sele¢éo da regido contendo
as células de interesse, caracteristica dos esplendécitos no grafico baseado em granulosidade (SSC)
versus tamanho (FSC) (10A). Para andlise dos linfécitos B foi feita a sele¢céo da regido positiva para
CD19+ no histograma baseado em CD19 (canal 2) (Figura 10B). Em seguida foi avaliada a expressao
do lale na regido positiva para lale+ no histograma baseado em lale (canal 1) (Figura 10C). Para anélise
dos macrofagos foi feita a sele¢do da regido positiva para F4/80+ no histograma baseado em F4/80
(canal 3) (Figura 10D). Em seguida foi avaliada a expresséo do lale na regido positiva para lale+ no
histograma baseado em lale (canal 1) (Figura 10E). Em cada populacéo obteve-se o valor relativo,
absoluto e a média da intensidade de fluorescéncia (MFI) (referente ao numero total de células do baco)
dos marcadores especificos.
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4.2.4 Sobrevida de animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich tratados com AG

Os animais foram separados em 5 grupos (n=6/grupo), conforme descrito na
tabela 4.

Tabela 4. Divisdo dos grupos experimentais para a sobrevida de animais portadores da forma
ascitica do turmor de Ehlich.

GRUPOS
EETTEEILE NEGATIVO (CONTROLE)
POSITIVO (CICLO)
INICIAL (AGI)
AMINOGUANIDINA FINAL (AGF)
CONTINUO (AGC)

Para avaliacdo da sobrevida, os animais foram inoculados com 200 pL
contendo 2x10° células tumorais de Ehrlich pela via intraperitoneal (ip.). Os Grupos
AG foram tratados com uma solucdo aquosa de hemissulfado de AG na dose de
100mg/kg, por via oral (v.0.) durante os cinco primeiros dias a partir de 24 horas apoés
o inoculo (AGI), por cinco dias a partir do 6° dia apos o inoculo (AGF) ou por dez dias
apos 24 horas do inéculo (AGC). O grupo Controle ndo recebeu tratamento e 0 grupo
CICLO foi tratado com ciclofosfamida monoidratada (Genuxal — Baxter Oncology) na
dose de 25mg/kg, ip. por dez dias apés 24 horas do in6culo (Figura 16).

AG Continuo (v.0.)

Implantacao do
Tumorde Ehrlich AG Inicial (v.0.) AG Final (v.0.)

I

]
0 1
T

Dias

v

I
10

CICLO (ip.)

Figura 16. Protocolo de tratamento no modelo ascitico do Tumor de Ehrlich.

O peso e a circunferéncia abdominal foram medidos a cada dois dias apés o

indculo e os animais foram mantidos com comida e agua ad libitum. O efeito do
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tratamento com AG sobre a sobrevida de animais portadores do tumor de Ehrlich foi
avaliado com base na mediana do tempo de sobrevida (MST) e aumento da
expectativa de vida (% ILS). A MST e ILS (%) foram calculadas a partir dos dados da
mortalidade no periodo de observacdo. O aumento da expectativa de vida foi
calculado usando-se a equacéo segundo (GUPTA et al., 2004): ILS%= (MST grupo
tratado/MST grupo controle) — 1 x 100.

4.3 Técnicas realizadas

4.3.1 Determinacédo da producao de oxido nitrico

Foram transferidos 50uL dos sobrenadantes das culturas para uma placa de 96
pocos de fundo chato aos quais foram adicionados 50uL de reagente de Griess (1%
de sulfanilamida/0,1% de dihidrocloreto de naftileno/2,5% de acido orto-fosférico) em
temperatura ambiente por 10 minutos ao abrigo da luz. A absorbancia foi determinada
no leitor de microplaca (Molecular Devices, SpectraMax® Plus 384), com filtro de
540nm, com branco constituido por meio RPMI mais reagente de Griess. Os
resultados obtidos em densidade 6ptica foram transformados em pM de NO, mediante
equacdao de regressao linear com base em uma curva padréo feita com concentracées
conhecidas de nitrito de sédio (0, 5, 10, 30 e 60uM de NO)(DING, 1988).

4.3.2 Determinacédo da producao de peroxido de hidrogénio (H202)

As células do peritbnio foram suspendidas com PBS e ajustadas para
1x108/mL, e 100 uL foram transferidos para cada pogo em placa de 96 pogos. Cada
amostra foi feita em triplicata, para estimacdo do NM (ndo marcado), DHR
(espontaneo) e DHR+ PMA (estimulado). Estas células foram incubadas em estufa a
37°C, em presenca de DHR (Dihydrorhodamine 100 ng/mL; SIGMA-ALDRICH), por
10 minutos. E entdo tratadas ou ndo com éster de forbol, Phorbol-12- miristato-13-
acetato (PMA - 50nM; SIGMA-ALDRICH) e foram mantidos por 1 hora em estufa a
37°C, seguido de lavagem com PBS, e para leitura foram ressuspensas também em
PBS. As aquisicbes foram feitas em citbmetro de fluxo FACScalibur (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA), no canal FL1. Para analise, 5000 eventos foram
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adquiridos, levando-se em consideracéo os parametros de tamanho (Forward Scatter,
FSC) e complexidade celular (Side Scatter, SSC) para estabelecimento do gate de
aquisicdo. Posteriormente, os dados foram analisados no software Flow Jow®

(TreeStar) e expressos em média de intensidade de fluorescéncia (MFI).

4.3.3 Quantificacao de citocinas

Para a quantificacdo das citocinas IL-6; IL-10; MCP-1; IFN-y; TNF-a e IL-12p70,
no sobrenadante das culturas e no soro, foi utilizada a técnica de CBA (Cytometric
Bead Array) utizando o kit Mouse Inflammation cytokine (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA). Em cada poco da placa de 96 pocos, fundo U, foram adicionados 25uL da
amostra padrao fornecida pelo fabricante ou dos sobrenadantes a serem testados. Em
seguida receberam 25uL de cada reagente cytokine beads para marcar a producéo
de cada citocina e 25uL de anticorpo conjugado ao fluorocromo PE. Os pocos
foram homogeneizados e incubados a temperatura ambiente por 2 horas protegidos
da luz. ApGs o periodo de incubacao as amostras foram ressupensas com 150uL de
solucdo tampao. A placa foi centrifugada por 3 minutos a 340 G e o sobrenadante foi
descartado. As amostras foram entdo ressuspensas em 150uL de solucdo tampao
para leitura no citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA). Apés a leitura dos padrdes e das amostras, os dados foram analisados no
software FCAP ARRAY Versdo 3.0 (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), onde

os valores foram expressos em pg/mL para cada citocina.

4.4 Andlise estatistica

Foi realizado o teste de normalidade nos dados obtidos através do teste de
D'Agostino & Pearson. Os dados que apresentaram distribuicdo normal foram
apresentados como média e desvio padréo, no entanto na auséncia de normalidade
os valores foram apresentados como mediana. Os grupos foram comparados pelos
testes t de Student e ANOVA seguido do teste de Bonferroni. Para os dados nao
paramétricos foram utilizados os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, seguido

do teste de Dunn. A avaliacdo da sobrevida foi realizada pelo teste de Log-Rank. Os
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resultados foram expressos como média + erro padrao das médias (e.p.m.) (SOKAL
& ROHLF, 1996). O software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, USA) foi utilizado para realizacdo dos testes estatisticos, levando-se em
consideracao de significancia o p valor menor que 0,05 e o intervalo de confianca de
95%.
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5 RESULTADOS
5.1 Efeito da inibicdo da iINOS na polarizacdo de macréfagos RAW 264.7.

5.1.1 Citotoxicidade da Aminoguanidina em macréfagos Raw 264.7

Inicialmente, a andlise do efeito citotoxico da AG sobre as células foi avaliada por
estimativa da viabilidade dos macrofagos Raw 264.7, pelo ensaio MTT, apds 48h de
cultura com AG nas concentracfes 0,01; 0,1; 1 e 10mM. Os resultados obtidos
demonstraram que os macrofagos Raw 264.7 que foram tratados apenas na
concentragcédo de 10mM apresentaram viabilidade <30%, sendo as demais ndo toxicas
(Figura 17).
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Figura 17. Viabilidade das células Raw 264.7 apds tratamento com Aminoguanidina. As células
foram cultivadas por 48 horas em estufa a 37°C, 5% de CO2, com diferentes concentra¢gfes de AG,
(0,01; 0,1; 1 e 10mM). A atividade citotoxica foi determinada pelo método de reducdo do MTT. Os
resultados sdo apresentados como média + erro padrdo das médias de dois experimentos realizados
em triplicata. * (p<0,05) em comparacao ao grupo controle. Teste Mann Whitney.
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5.1.2 Aminoguanidina inibe a producéo de oxido nitrico em macrofagos M1

Apo6s determinar as concentracdes nao toxicas (0,01; 0,1 e 1mM), verificou-se
qual das concentracdes seria capaz de inibir a producdo de oOxido nitrico em
macréfagos Raw 264.7 polarizados para o perfil M1. Apds 24 e 48 horas de tratamento
in vitro (Figura 18A e B), apenas a concentracao de 1mM apresentou o percentual de

inibicdo préximo a 100% (Figura 18C e D), sendo a de escolha para os experimentos

seguintes.
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Figura 18. Aminoguanidinainibe a producéo de 6xido nitrico em macr6fagos M1. As células foram
estimuladas para o perfil M1 e cultivadas em placas de 96 pocos de fundo chato na concentracdo de
1x108/mL, em quadruplicada, e incubadas 24 (A e C) e 48 horas (B e D) a 37°C e 5% de CO:2 na
presenca ou auséncia de AG (0,01; 0,1 e 1 mM). Os macréfagos foram estimulados para o perfil M1
com LPS de E.Coli (0111:B4) (200ng/mL) e IFN-y (10ng/mL). A concentracdo de NO foi analisada
indiretamente por meio da mensuracdo das concentragdes de nitrito pelo método colorimétrico de
Griess. Os resultados sdo apresentados como média + erro padrao das médias. * (p<0,05) em
comparacao ao grupo M1. N.D. Teste One Way ANOVA.
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5.1.3 A inibicdo da iINOS nao promove a polarizacdo de macrofagos

Por uma vez que a concentracdo de 1mM de AG capaz de inibir a producéo de
NO, macrofagos Raw 264.7 foram cultivados com tal concentracdo durante 24 e 48
horas para avaliar se o inibidor da iINOS, por si sé, polarizaria os macréfagos. Os
grupos controles foram estimulados ou ndo para os perfis M1 e M2.

A Aminoguanidina néo foi capaz de alterar o nUmero de células positivas para
os marcadores CD80 e CD86 em 24 e 48 horas (FIGURA 19A, B, D e E). Em relacéo
ao marcador INOS, foi menor que o grupo controle M1 e néo foi diferente dos grupos
controle MO e M2 (FIGURA 19C e F).

Tal como os grupos MO e M2, o grupo AG nao foi capaz de aumentar a
expressdo de CD80 e CD86 em 24 horas (Figura 20A e B), no entanto apos 48 horas
a expressdo destes marcadores aumentaram em relagdo aos grupos MO e M2 e
continuaram menor em comparacdo ao grupo M1 (Figura 20D e E). Em relacédo a
expressado da iNOS, a AG nao foi capaz de promover a expressao desta enzima nos
dois tempos de cultura, assim como os grupos M0 e M2, quando comparados ao grupo
M1 (Figura 20C e F). Os histogramas da expressao dos marcadores CD80, CD86 e
INOS em macrofagos Raw 264.7 tratados com Aminoguanidina esté representado na

Figura 21.
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Figura 19. Valor absoluto de macr6fagos Raw 264.7 tratados com Aminoguanidina positivos para
marcadores CD80, CD86 e iNOS. Macréfagos 264.7 cultivados em placas de 96 pocos a uma
concentracdo de 1x108/mL, em triplicata, e incubadas por 24 (A, Be C) e 48 horas (D, Ee F)a37°C e
5% de CO2 na presenca de AG a 1mM. Os grupos controle M1 e M2 foram estimulados com LPS de
E.Coli (0111.B4) (200ng/mL) e IFNy (10ng/mL) ou IL-13 (20ng/mL) e IL-4 (40ng/mL) respectivamente.
O grupo MO néo recebeu estimulo. Foi avaliado o nimero de células positivas para os marcadores
CD80, CD86 e INOS. Os resultados sédo apresentados como média + erro padrdo das médias. *
(p<0,05) em comparacdo ao Grupo m1l. Teste Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn.
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Figura 20. Expressdo dos marcadores CD80, CD86 e iNOS em macréfagos Raw 264.7 tratados
com Aminoguanidina. Média de intensidade de fluorescéncia da expressdo de CD80, CD86 e iINOS
de macréfagos cultivados em placas de 96 pocos a uma concentracdo de 1x10%/mL, em quadruplicada,
e incubadas por 24 (A, B e C) e 48 horas (D, E e F) a 37°C e 5% de CO2 na presenca de AG a 1mM.
Os grupos controle M1 e M2 foram estimulados com LPS de E.Coli (0111.B4) (200ng/mL) e IFNy
(10ng/mL) ou IL-13 (20ng/mL) e IL-4 (40ng/mL) respectivamente. O grupo MO néo recebeu estimulo.
Os resultados sé@o apresentados como média + erro padrédo das médias. *(p<0,05) Teste Kruskal-Wallis

e pos-teste de Dunn.
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Figura 21. Histograma da expressdo dos marcadores CD80, CD86 e iNOS em macrofagos Raw
264.7 tratados com Aminoguanidina. Histograma da expressdo de CD80, CD86 e iNOS de
macro6fagos cultivados em placas de 96 pogcos a uma concentracdo de 1x108/mL, em quadruplicada, e
incubadas por 24 (A, B e C) e 48 horas (D, E e F) a 37°C e 5% de CO2 na presenca de AG a 1mM. Os
grupos controle M1 e M2 foram estimulados com LPS de E.Coli (0111.B4) (200ng/mL) e IFNy (10ng/mL)
ou IL-13 (20ng/mL) e IL-4 (40ng/mL) respectivamente. O grupo MO nédo recebeu estimulo.
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5.1.4 A polarizacdo de macréfagos M1 é acentuada pela inibicdo da iINOS

Como anteriormente observado, a concentracédo de 1mM de AG foi capaz de
inibir a producao de NO por macrofagos estimulados para o perfil M1 em 24 horas e
gue se manteve por 48 horas (Figura 22A). Apesar da AG nao ser capaz de polarizar
0s macréfagos Raw 264.7, esta promoveu a acentuacdo da polarizacdo dos
macréfagos quando estimulados para o perfil M1 e tratados concomitantemente com
o inibidor. A expresséo dos receptores co-estimuladores CD80 e CD86 foi maior em
24 horas de cultura, se intensificando em 48 horas. De forma inesperada, a INOS, sua
enzima alvo de inibicdo, também apresentou sua expressdo aumentada em 24 horas
e intensificada em 48 horas (FIGURA 22B, C e D).
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Figura 22. Efeito da inibicdo da iNOS na produc&o de NO e na expressao dos marcadores CD80,
CD86 e iINOS em macréfagos M1. Producéo de NO (A) e média de intensidade de fluorescéncia da
expressdo de CD80 (B), CD86 (C) e INOS (D) em macrofagos cultivados em placas de 96 pogos a uma
concentragao de 1x108/mL, em ftriplicata, incubados a 37°C e 5% de CO: estimulados ou nédo para o
perfil M1 (LPS de E.Coli (0111.B4) (200ng/mL) e IFNy (10ng/mL), tratados ou ndo com Aminoguanidina
(2 mM) concomitante por 24 e 48 horas. A concentracdo de NO foi analisada indiretamente por meio
da mensuracédo das concentracfes de nitrito pelo método colorimétrico de Griess. Os resultados séo
apresentados como média + erro padrdo das médias. * para p<0,05. Teste One Way Anova.
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Figura 23. Histograma da expressao dos marcadores CD80, CD86 e iNOS em macréfagos Raw
264.7 polarizados para o perfil M1 e tratados com Aminoguanidina. Histograma da expresséo de
CD80, CD86 e iINOS em macréfagos cultivados em placas de 96 pogcos a uma concentragcao de
1x10%/mL, em triplicata, incubados a 37°C e 5% de CO2 estimulados ou néo para o perfil M1 (LPS de
E.Coli (0111.B4) (200ng/mL) e IFNy (10ng/mL), tratados ou ndo com Aminoguanidina (1 mM) da
seguinte maneira: tratamento e polarizagdo concomitante por 24 (A, B e C) e 48 horas (D, E e F).
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O valor absoluto de macrofagos positivos para CD80, CD86 e iINOS néo foi
alterado tanto quando o tratamento foi concomitante com os estimulos de polarizagéo
(FIGURA 24A, B e C).
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Figura 24. Valor absoluto de macréfagos M1 e tratados com Aminoguanidina positivos para
marcadores CD80, CD86 e iNOS. Valos absoluto de macréfagos Raw 264.7 positivos para os
marcadores CD80 (A), CD86 (B) e iNOS (C) cultivados em placas de 96 po¢os a uma concentracéo de
1x108/mL, em triplicata, incubados a 37°C e 5% de CO2 estimulados ou néo para o perfil M1 (LPS de
E.Coli (0111.B4) (200ng/mL) e IFNy (10ng/mL), tratados ou ndo com Aminoguanidina (1 mM) da
seguinte maneira: tratamento e polarizacdo concomitante por 24 e 48 horas. Os resultados séo
apresentados como média * erro padrdo das médias. * para p<0,05. Teste One Way Anova.

Em relacéo ao efeito da AG na polarizacao do perfil M2, o tratamento néo foi
capaz de alterar a expresséao dos marcadores CD80 e CD86, nem induzir a expressao
da enzima iNOS.

Em relacéo ao perfil funcional dos macroéfagos estimulados para os perfis M1 e
tratados com AG, podemos observar que a inibicdo da iINOS nos macréfagos M1
promoveu o aumento da producéo das citocinas inflamatérias MCP-1, IL-6 e IL-12p70,
0 aumento da citocina reguladora IL-10, diminuicdo do TNF e nenhuma alteragcéo no
IFN-y em 24 horas. No entanto em 48 horas, foram observados a diminui¢ao de IL-6
e MCP-1, aumento de TNF e néo foi detectado IL-12p70 e IL-10 (Figura 25).
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Figura 25. Efeito da inibicdo da iNOS na producado de citocinas em macréfagos polarizados.
Concentragcdo das citocinas IL-6 (A), TNF(B), IL-12p70(C), IL-10 (D), MCP-1(E) e IFN-y (F) em
macréfagos cultivados em placas de 96 pogos a uma concentragcdo de 1x108/mL, em triplicata,
incubados a 37°C e 5% de CO2 estimulados ou nado para os perfis M1 e M2 (LPS de E.Coli (0111.B4)
(200ng/mL) e IFNy (10ng/mL), tratados ou ndo com Aminoguanidina (1 mM) da seguinte maneira:
tratamento e estimulo concomitante por 24 e 48 horas. Os resultados sao apresentados como média +
erro padrdo das médias. * para p<0,05. Teste t de Student.

5.1.5 Efeito transitério da Aminoguanidina na inibicdo da iNOS

Na presenca do inibidor, houve a intensificacao da polarizagéo para o perfil M1
sem producédo de NO. No entanto, apds a suspenséo do tratamento, os macrofagos

M1, previamente inibidos pela presenca da AG, retomam a producao de NO, sendo
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que esta producdo se iguala aos macrofagos M1 nao tratados apés em 24 horas e
superior apos 48 horas (Figura 26A).

Em relacdo a expresséao dos receptores co-estimuladores, houve diminui¢cdo na
expressdo do CD80 em 24 e 48 horas, ao passo que o CD86 se manteve maior em
relacdo aos macréfagos M1 n&o inibidos em ambos os tempos. A medida que os
macréfagos M1, previamente com a iNOS inibida, retomam a producdo de NO, a
expressao de INOS que se manteve maior 24 horas apés a suspensao do tratamento
se igualou em 48 horas (FIGURA 26B, C e D).
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Figura 26. Efeito transitério dainibicdo daiNOS na producédo de no e expressédo dos marcadores
CD80, CD86 e iINOS de macréfagos M1 apds retirada dos estimulos e tratamento. Concentracédo
de NO e média de intensidade de fluorescéncia da expressédo de CD80 (A), CD86 (B) e iNOS (C) em
macréfagos cultivados em placas de 96 pogos a uma concentragcdo de 1x108/mL, em triplicata,
incubados a 37°C e 5% de CO: estimulados ou ndo para o perfil M1 (LPS de E.Coli (0111.B4)
(200ng/mL) e IFNy (10ng/mL), tratados ou ndo com Aminoguanidina (1 mM) e polarizado concomitante
por 24 horas apés a troca do sobrenadante por meio novo por mais 24 e 48 horas. A concentracédo de
NO foi analisada indiretamente por meio da mensuracdo das concentracdes de nitrito pelo método
colorimétrico de Griess.Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo das médias. * para
p<0,05. Teste One Way Anova.
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Figura 27. Histograma da expressédo dos marcadores CD80, CD86 e iNOS em macrofagos Raw
264.7 polarizados para o perfil M1 e tratados com Aminoguanidina. Histograma da expresséo de
CD80, CD86 e INOS em macrofagos cultivados em placas de 96 pocos a uma concentracdo de
1x108/mL, em triplicata, incubados a 37°C e 5% de CO2 estimulados ou nédo para o perfil M1 (LPS de

E.Coli (0111.B4) (200ng/mL) e IFNy (10ng/mL), tratados ou ndo com Aminoguanidina (1 mM) da
seguinte maneira: tratamento com AG e polarizacdo concomitante por 24 horas da troca do
sobrenadante por meio novo por mais 24 (A, B e C) e 48 horas (D, E e F).
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O valor absoluto de macrofagos positivos para CD80, CD86 e iINOS néo foi
alterado, ap0s 24 e 48 horas da suspensdo do tratamento e dos estimulos de
polarizacédo (FIGURA 28A, B e C).
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Figura 28. Valor absoluto de macré6fagos M1 tratados com Aminoguanidina positivos para
marcadores CD80, CD86 e iNOS apds retirada dos estimulos e tratamento. Valos absoluto de
macréfagos Raw 264.7 positivos para os marcadores CD80 (A), CD86 (B) e iNOS (C) cultivados em
placas de 96 pocos a uma concentracdo de 1x108/mL, em ftriplicata, incubados a 37°C e 5% de CO2
estimulados ou n&o para o perfil M1 (LPS de E.Coli (0111.B4) (200ng/mL) e IFNy (10ng/mL), tratados
ou ndo com Aminoguanidina (1 mM) e polarizados concomitante por 24 horas ap6s troca do
sobrenadante por meio novo por mais 24 e 48 horas. Os resultados sdo apresentados como média *
erro padrdo das médias. * para p<0,05. Teste One Way Anova.
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5.2 Citotoxicidade da AG em células do tumor de Ehrlich

Apoés avaliarmos seus efeitos na polarizacdo de macréfagos Raw 264.7,
verificamos se a AG, por so si, seria capaz de matar as células do tumor de Ehrlich
nas concentracdes previamente utilizadas com os macréfagos in vitro. Assim como
observado anteriormente, as concentracdes de 0,01; 0,1 e 1mM da AG nao foram
toxicas, sendo apenas a de 10mm capaz de diminuir a viabilidade das células tumorais
(Figura 29).
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Figura 29. Viabilidade das células do tumor de Ehrlich apés tratamento com Aminoguanidina.
As células foram cultivadas por 48 horas em estufa a 37°C, 5% de CO2, com diferentes concentracdes
de AG, (0,01; 0,1; 1 e 10mM). A atividade citotdxica foi determinada pelo método de reducéo do MTT.
Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo das médias de dois experimentos
realizados em triplicata. * (p<0,05) em comparac¢do ao grupo controle. Teste Mann Whitney.
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5.3 Efeito do inibidor da iINOS sobre o desenvolvimento do tumor sélido de Ehrlich

Nos animais onde o tumor foi inoculado na pata houve o retardo no crescimento
do tumor a partir do D8 no grupo AGI em relacdo ao grupo Controle. Esse retardo ndo
foi observado no grupo AGF (FIGURA 30).
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Figura 30. Avaliagdo do desenvolvimento TES em camundongos tratados ou ndo com AG. As
patas dos camundongos foram medidas a cada 2 dias durante 20 dias. Os dados foram expressos com
média + desvio padrdo de 6 animais por grupo.* p< 0,05 quando comparados aos grupos controle e
AGF.
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Em relacdo aos animais onde o tumor foi inoculado na orelha, foi observado o
retardo do crescimento do tumor na orelha dos camundongos dos grupos AG inicial e
AG continuo a partir do D8 quando comparados aos grupos Controle e AG final, no
entanto permanecendo maiores que a area dos tumores do grupo Ciclo. Nao foi
observada alteracdo da area do tumor no grupo AG final em relacdo ao grupo

Controle, ambos maiores que o grupo Ciclo (Figura 31).
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Figura 31. Avaliacdo do desenvolvimento TES em camundongos tratados ou ndo com AG. As
orelhas dos camundongos foram fotografadas a cada 4 dias durante 12 dias. A area do tumor foi
calculada através do programa ImageJ. Os dados foram expressos com meédia + desvio padrdo de 5
animais por grupo. * p< 0,05 quando comparados ao grupo Controle, Ciclo e AG final. # p< 0,05 quando
comparados ao grupo Controle, AG inicial, final e continuo. Two-way ANOVA.

As analises subsequentes foram realizadas nos animais com o tumor sélido na
orelha, visto que obtivemos 0 mesmo resultado observado nos animais com o tumor

na pata e a localiza¢do do tumor na orelha facilita a manipulacdo e as analises.
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5.3.1 Andlise histopatolégica das orelhas com tumor de Ehrlich.

Em todos os grupos foi observada a presenca de células tumorais volumosas,
pouco diferenciadas e que mostram cromatina irregularmente distribuida, bem como
figuras de mitose (Figura 32). Em todos os grupos ha um predominio de infiltrado de
células polimorfonucleares, necrose e edema (Figura33). A presenca de vasos
sanguineos, independentemente do calibre, foi mais expressiva no grupo Controle e
Ciclo (Figura 34A e B) que nos grupos AG inicial (Figura 34C), AG final (Figura 34D)
e AG Continuo (Figura 34E)(Tabela 5).

Tabela 5. Escore clinico da orelha de camundongos com Tumor sélido de Ehrlich ou néo e
tratados com Aminoguanidina.

ESCORE Limpo Controle Ciclo AG Inicial AG final AG continuo

Presenca de

células tumorais 0 1,7£0,5 2+0,9 1,8+0,8 210 20,6
Infiltrado 0 2,7+£0,6 20 2,6£0,5 2,8+0,4 2,4+0,9
Necrose 0 1+0 1+0 1,2+0,4 1,6x0,5 1,2+0,4
Angiogenese 0 1+0 1+0 0*# 0*# 0*#
Edema 0 2+0,9 2,3+0,5 1,81 2,2+1,2 1,6£1,4

Andlise histopatoldgica da orelha direita de camundongos eutanasiados 12 dias ap0ds a inocula¢éo do
tumor de Ehrlich tratados com Aminoguanidina na dose de 100mg/kg, v.o. durante cinco primeiros dias
a partir do segundo dia de inoculo (AG inicial), por cinco dias a partir do sétimo dia ap6s o inoculo (AG
final) ou por dez dias ap6s o in6culo (AG continuo). O Grupo limpo nao foi inoculado com o tumor de
Ehrlich. O grupo Controle foi inoculado o tumor e ndo recebeu tratamento e o grupo Ciclo foi inoculado
o tumor tratado com ciclofosfamida na dose de 25mg/kg, i.p. corados por hematoxilina-eosina e
analisados em aumento de 400x.
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tratados ou ndo com AG. As imagens, com énfase nas células tumorais, representam cortes
histoldgicos da orelha direita 12 dias ap0s a inoculagédo do tumor de Ehrlich, corados por hematoxilina-
eosina e analisados em aumento de 400x. A: Grupo Controle; B: Grupo Ciclo; C: Grupo AG inicial; D:
Grupo AG final e E: Grupo AG continuo.
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Figura 33. Fotomicrografia da orelha direita de camundongos com tumor de Ehrlich ou néo e
tratados ou ndo com AG. As imagens, com énfase no infiltrado celuar, representam cortes histolégicos
da orelha direita 12 dias ap0s a inoculacdo do tumor de Ehrlich, corados por hematoxilina-eosina e
analisados em aumento de 400x. A: Grupo Controle; B: Grupo Ciclo; C: Grupo AG inicial; D: Grupo AG
final e E: Grupo AG continuo.
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Figura 34. Fotomicrografia da orelha direita de camundongos com tumor de Ehrlich ou néo e
tratados ou ndo com AG. As imagens, com énfase nos vasos sanguineos, representam cortes
histoldgicos da orelha direita 12 dias apés a inoculagao do tumor de Ehrlich de animais tratados com
corados por hematoxilina-eosina e analisados em aumento de 400x. A: Grupo Controle; B: Grupo Ciclo;
C: Grupo AG inicial; D: Grupo AG final e E: Grupo AG continuo.
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5.3.2 Efeito da AG sobre peso e o consumo de racao dos animais.

N&o foram observadas alteracdes no peso e nem no consumo de racao dos
animais tratados com Aminoguanidina nos trés grupos em relacdo ao grupo Controle
(Figura 35), no entanto o grupo Ciclo apresentou a maior diminuicdo de peso e o do

consumo de ragao.
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Figura 35. Peso corporal e consumo de ragcé@o de animais portadores do tumor sdlido de Ehrlich

e tratados com Aminoguanidina. Peso corporal (A) e do consumo de animais (B) de animais tratados
com Aminoguanidina na dose de 100mg/kg, v.o. durante cinco primeiros dias a partir do segundo dia
de inoculo (AG inicial), por cinco dias a partir do sétimo dia ap6s o inoculo (AG final) ou por dez dias
apos o indculo (AG continuo). O Grupo limpo néo foi inoculado com o tumor de ehrlich. O grupo controle
foi inoculado o tumor e ndo recebeu tratamento e o grupo Ciclo foi inoculado o tumor tratado com
ciclofosfamida na dose de 25mg/kg, i.p. * (p<0,05) em comparacdo ao grupo LIMPO. # (p<0,05) em
comparacao ao grupo CICLO.
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5.3.3 O tratamento com aminoguanidina ndo altera parametros leucomeétricos dos

animais portadores de tumor de Ehrlich na forma solida

O tumor de Ehrlich induziu leucocitose, sendo as custas do aumento do nimero
de linfécitos, o que nao foi revertido nas diferentes formas de tratamento com a

aminoguanidina. A ciclofosfamida induziu leucopenia (Tabela 6).

Tabela 6. Contagem global e diferencial de leucécitos no sangue de animais com TES tratados
ou ndo com aminoguanidina.

Células GRUPOS
(x10%/mm?) Limpo Controle Ciclo AG inicial AG final  AG continuo
Leucécitos 3,2+0,6 6,9+1,9* 0,9+0,4** 57+1,1* 5,4+1* 7,0+1,4*
Neutroéfilos 1,9+0,3 2,3+x0,9 0,2+0,1* 2,2+0,7 2,2+0,7 3,01
Linfocitos 1,3+0,2 3,941 ,4* 0,6+0,3** 3,3+1* 3,1+0,2* 4,3+1*

Mondcitos 0,04+0,2 0,13+0,1 0,01+0,01 0,1+0,1 0,06+0,06 0,19+0,2

Os animais foram eutanasiados no décimo segundo dia, sangue coletado para contagem de leucdcitos
totais e para o esfregago sanguineo que foram corados utilizando o kit Panético e para feita contagem
diferencial. Os valores representam média + desvio padréo. *(p<0,05) em comparacao ao grupo Limpo.
#(p<0,05) em comparagéo ao grupo Ciclo.

5.3.4 O tratamento AG ndo altera a celularidade dos 6rgéaos linfoides, no entanto o

tratamento continuo diminui o nimero de células do linfonodo

N&o houve alteracdo do niumero de células da medula no grupo Controle e nos
grupos tratados com AG entre si e nem relacdo ao grupo Limpo, sem tumor. A
presenca do tumor de Ehrlich aumentou o nimero de células do baco, sendo que os
diferentes tratamentos com a AG néo foram capazes de alterar este aumento. O tumor
aumentou a celularidade do linfonodo drenante, havendo uma redugdo apenas nos
grupos AG inicial e AG continuo, sendo o AG continuo ainda menor que o grupo AG
final. O tratamento com a ciclofosfamida induziu aplasia medular e diminuigdo das

células do bacgo e do linfonodo (Tabela 7).
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Tabela 7. Celularidade dos 6rgéaos linféides dos camundongos portadores de Tumor de Erhlich
na forma sélida.

Orgaos GRUPOS
linfoides
(células) Limpo Controle Ciclo AG inicial AG final AG continuo
Medulaossea 5,07  5gs13+  1080,7¢  64+12¢  7,6:0,7%  7,640,8"
(x10°%mL)
Bago * * * * *
1,4+0,3 2,6x0.5 0,4+0.18 3,1+0.4 3,1+0.2 2,4+0,3

(x108 células)

Linfonodo
(x10° células)
Os camundongos foram eutanasiados no decimo segundo dia apds o indculo do tumor e feita a
contagem das células do baco, linfonodo drenante e medula. Os dados foram expressos com média +
desvio padrédo de 6 animais por grupo. * p< 0,05 quando comparado ao grupo LIMPO. # p< 0,05 quando
comparado ao grupo Ciclo. @ p<0,05 quando comparado ao grupo Controle. & p< 0,05 quando
comparado ao grupo AG final.

0,7+0,7 18,8+3,7*# 0 8,2+6,8* 11,4+8,7*  4.7+3.9@%

5.3.5 Perfil fenotipico das células do baco
5.3.5.1 Efeito do tratamento da AG nos linfocitos T e suas subpopulacdes do baco

O tumor, bem como o tratamento com AG, nao foi capaz de alterar a frequéncia
relativa os linfécitos T, ao passo que o tratamento com a ciclofosfamida aumentou.
Em contraste, o numero absoluto de linfécitos T foi maior no grupo Controle, se
mantendo com o tratamento com AG. O tratamento com ciclofosfamida diminuiu o

namero absoluto dos linfécitos T em relacédo a todos os grupos (Figura 36A).
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Figura 36. Caracterizacdo fenotipica dos linfécitos T do bagco de camundongos portadores ou
ndo de TES e tratados ou com AG. As células do baco foram obtidas dos animais com tumor de
Ehrlich na orelha direita, tratados ou ndo com Aminoguanidina. Os esplendcitos foram obtidos apos
eutanasia e marcados com anticorpos anti-CD3 e foram analisadas as frequéncias relativas (A),
frequéncias absolutas (B). Os resultados foram expressos como média + desvio padrao.

A frequéncia da populagao de linfécitos T auxiliares nos animais com tumor foi

menor em relagdo ao grupo Limpo, os tratamentos com AG mantiveram esses valores

reduzidos (Figura A). Em contrapartida, o nUmero absoluto destas células no grupo
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Controle foi maior e o tratamento com AG manteve este aumento (Figura 37A e B).
Nos animais tratados com ciclofosfamida a frequéncia relativa foi maior em relacao
aos demais, ao passo que o valor absoluto foi menor. Em relacdo a expressao do
receptor co-estimulador CD28, apenas o grupo Ciclo apresentou a frequéncia relativa
maior, ao passo que 0s humeros absolutos dos linfécitos T auxiliares que expressaram
CD28 foi maior no grupo Controle, mantendo-se equivalente nos grupos tratados com

AG (Figura 37C e D). Nao houve diferenca na expressdo do CD28 entre 0s grupos
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Figura 37. Caracterizacdo fenotipica dos linfocitos T auxiliares do bagco de camundongos
portadores ou ndo de TES e tratados ou com AG. As células do baco foram obtidas dos animais
com tumor de Ehrlich na orelha direita, tratados ou ndo com Aminoguanidina. Os esplendcitos foram
obtidos ap6s eutanasia e marcados com anticorpos anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD28 e foram analisadas
as frequéncias relativas (A e C), frequéncias absolutas (B e D) e a média da intensidade de
fluorescéncia do CD28 (E). Os resultados foram expressos como média + desvio padréo.
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A frequéncia relativa dos linfécitos T citotdéxicos no grupo Controle foi menor
gue no grupo Limpo, bem como os grupos tratados com AG. Por outro lado, a
frequéncia relativa do grupo Ciclo foi maior (Figura 38A). Apenas o grupo Ciclo possuiu
menor numero absoluto dos linfocitos T citotoxicos (Figura B). Em relacéo a expressao
do receptor co-estimulador CD69 por estas células, ndo foi observada alteracdo na
frequéncia relativa, no entanto o niumero absoluto das células que a expressaram foi
maior nos grupos Controle e tratados com AG (Figura 38C e D). Nao houve diferenca

na expressao media do CD69 entre os grupos (Figura 38E)
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Figura 38. Caracterizacdo fenotipica dos linfécitos T citotoxicos do baco de camundongos
portadores ou ndo de TES e tratados ou com AG. As células do baco foram obtidas dos animais
com tumor de Ehrlich na orelha direita, tratados ou ndo com Aminoguanidina. Os esplendcitos foram
obtidos apés eutanasia e marcados com anticorpos anti-CD3, anti-CD8 e anti-CD69 e foram analisadas
as frequéncias relativas (A e C), frequéncias absolutas (B e D) e a média da intensidade de
fluorescéncia do CD28 (E). Os resultados foram expressos como média + desvio padrao.
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5.3.5.2 Efeito do tratamento da AG nos linfécitos B do bago

A presenca do tumor, bem como o tratamento com AG, nao alterou a frequéncia
relativa e nem absoluta dos linfocitos B lale positivos do baco em relacdo ao grupo
Limpo, ao passo que o tratamento diminuiu ambos parametros. Em relacdo a média
de expresséao do lale pelos linfocitos B, ndo houve diferenca entre os grupos (Figura
39).
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Figura 39. Caracterizacdo fenotipica dos linfécitos B do ba¢o de camundongos portadores ou
ndo de TES e tratados ou com AG. As células do bago foram obtidas dos animais com tumor de
Ehrlich na orelha direita, tratados ou ndo com Aminoguanidina. Os esplendcitos foram obtidos apos
eutanasia e marcados com anticorpos anti-CD19 e anti-lale e foram analisadas as frequéncias relativas
(A), frequéncias absolutas (B) e a média da intensidade de fluorescéncia do lale (C). Os resultados
foram expressos como média + desvio padréo.
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5.3.5.3 O tratamento com AG aumenta o numero de macréfagos do baco dos animais
portadores do tumor sélido de Ehrlich

A frequéncia relativa de macréfagos F4/80*lale* nao foi alterada pela presenca
do tumor e nem com o tratamento com AG (Figura 40A). Por outro lado, o tumor
promoveu o aumento do niumero absoluto destes macrofagos em relacdo ao grupo
Limpo, sendo este aumento intensificado pelas trés formas tratamento com AG, néao
sendo diferentes entre si. O tratamento com a ciclofosfamida diminuiu 0 numero
absoluto dos macrofagos do baco em comparacédo aos demais grupos (Figura 40B).

N&o foi observado diferenca na média de expresséo do lale (Figura 40C).
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Figura 40. Caracterizacdo fenotipica dos macréfagos do baco de camundongos portadores ou
ndo de TES e tratados ou com AG. As células do baco foram obtidas dos animais com tumor de
Ehrlich na orelha direita, tratados ou ndo com Aminoguanidina. Os esplendcitos foram obtidos apos
eutanasia e marcados com anticorpos anti-F4/80 e anti-lale e foram analisadas as frequéncias relativas
(A), frequéncias absolutas (B) e a média da intensidade de fluorescéncia do lale (C). Os resultados
foram expressos como média + desvio padrao.
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5.3.5.4 Efeito do tratamento com AG em células NK do bago de animais portadores
de tumor sélido de Ehrlich

O tumor promoveu o0 aumento da frequéncia relativa das células NK do baco.
Os tratamentos com AG nao apresentaram diferenga entre si e nem em relacao ao
grupo Controle (Figura 41A). O mesmo padrao foi observado em relacdo ao niumero
absoluto destas células, com o0 aumento no grupo Controle em relacdo ao grupo Limpo
e 0s grupos de tratamento com AG sem diferenca ao grupo Controle (Figura 41B). O
grupo Ciclo apresentou aumento na frequéncia relativa, no entanto néo foi diferente
no numero absoluto em comparagdo ao grupo Limpo e menor comparagdo aos
demais grupos. Em relacdo a expressdo média dos marcadores CD49b e NK1.1,
apenas o grupo Ciclo apresentou menor expressdao de ambos os marcadores em

relacéo aos outros grupos (Figura 41C e D).
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Figura 41. Caracterizacdo fenotipica das células NK do bagco de camundongos portadores ou
ndo de TES e tratados ou com AG. As células do baco foram obtidas dos animais com tumor de
Ehrlich na orelha direita, tratados ou ndo com Aminoguanidina. Os esplendcitos foram obtidos apos
eutanasia e marcados com anticorpos anti-CD3, anti-CD49b e anti-NK1.1 e foram analisadas as
frequéncias relativas (A), frequéncias absolutas (B) e a média da intensidade de fluorescéncia do
CD49b (C) e NK1.1 (D). Os resultados foram expressos como média + desvio padréo.
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5.3.5.5 Efeito do tratamento com AG em células NKT do bago de animais portadores
de tumor sélido de Ehrlich

A presenca do tumor ndo promoveu alteracdo na frequéncia relativa e nem no
namero absoluto das células NKT, bem como as trés formas de tratamento com a AG.
O tratamento com a ciclofosfamida aumentou a frequéncia relativa das células NKT,
ao passo que o numero absoluto destas células foi menor em comparagédo ao demais
grupos. N&o foi observada alteracdo na média de expressdo dos marcadores CD49b
e NK1.1 nas células NKT (Figura 42).
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Figura 42. Caracterizacéo fenotipica das células NKT do bago de camundongos portadores ou
ndo de TES e tratados ou com AG. As células do bago foram obtidas dos animais com tumor de
Ehrlich na orelha direita, tratados ou ndo com Aminoguanidina. Os esplendcitos foram obtidos apos
eutanasia e marcados com anticorpos anti-CD3, anti-CD49b e anti-NK1.1 e foram analisadas as
frequéncias relativas (A), frequéncias absolutas (B) e a média da intensidade de fluorescéncia do
CD49b (C) e NK1.1 (D). Os resultados foram expressos como média + desvio padrao.

5.3.6 Efeito do tratamento com AG na concentragcdo de citocinas no soro e no
sobrenadante da cultura de células do baco

N&o houve diferenga na concentracdo de IL-6 no soro e nem no sobrenadante

da cultura das células do baco (Figura 43A e B). A presenca do tumor promoveu o
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aumento da concentragdo de MCP-1 tanto no soro quanto no sobrenadante das
células esplénicas, ndo sendo alterado pelo tratamento com ciclofosfamida e pelas
trés formas de tratamento com AG (Figura 43C e D). Em relacéo a concentracdo de
TNF, a presenca do tumor promoveu o aumento de TNF tanto no soro como no
sobrenadante, sendo que os tratamentos com AG ndo promoveram alteracdes, ao
passo que o tratamento com ciclofosfamida diminuiu (Figura 43E e F). N&o foram

detectas as citocinas IL-10, IL-12p70 e IFN-y.
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Figura 43. Efeito do tratamento com AG na concentragdo de citocinas no soro e no sobrenadante
daculturade células do bago de animais com tumor s6lido de Ehrlich. Concentragao das citocinas
IL-6, MCP-1 e TNF no soro (A, C e E) e no sobrenadante da cultura das células do baco (B, D e F) de
animais portadores do tumor sélido de ehrlich. Os resultados sao apresentados como média + erro
padrdo das médias. * para p<0,05. Teste t de Student.
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5.3.7 O tratamento com AG néo altera a celularidade do peritdnio dos animais

O tumor de Ehrlich na orelha nao foi capaz de alterar o nUmero das células
peritoneais nem o tratamento com AG. O tratamento com ciclofosfamida diminuiu o
namero de células do periténio (Figura 44A). O tumor promoveu 0 aumento da
producéo de perdxido de hidrogénio pelas células peritoneais, no entanto nao houve
alteracdo quando estimuladas com PMA. Os diferentes tempos de tratamento com AG
e o tratamento com a ciclofosfamida ndo foram capazes de alterar a producdo de
peréxido em comparacdo ao grupo Controle e nem quando estimuladas pelo PMA
(Figura 44B).
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Figura 44. Efeito do tratamento com AG sobre o nimero de células do periténio e produgéo de
peroxido em animais com tumor de Ehrlich. Os camundongos foram eutanasiados no decimo
segundo dia apds o inéculo do tumor, feita a coleta das células peritoneais. Os dados foram expressos
com média + desvio padrdo. A* p< 0,05 quando comparado aos demais grupos. B* p< 0,05 quando
comparado ao grupo LIMPO espontaneo.
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5.4 Efeito do inibidor da iNOS sobre a sobrevida de animais portadores do TAE

N&o foram observadas altera¢cdes no peso e nem na circunferéncia dos animais
tratados com Aminoguanidina nos trés grupos em relagdo ao grupo Controle (Figura
45). Os animais do grupo Ciclo diminuiram o peso a partir do dia 6 de observacao em
relacdo aos outros grupos. A circunferéncia abdominal do grupo Ciclo ndo aumentou

em relacdo aos outros grupos.
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Figura 45. Peso corporal e circunferencia abdominal de animais portadores do tumor ascitico
de Ehrlich e tratados com Aminoguanidina. Peso corporal (A) e medida da circunferéncia abdominal
(B) de animais tratados com Aminoguanidina na dose de 100mg/kg, v.o. durante cinco primeiros dias a
partir do inoculo (AGI), por cinco dias a partir do 5° dia apés o inoculo (AGF) ou por dez dias apds o
in6culo (AGC). O grupo CONTROLE néo recebeu tratamento e o grupo CICLO foi tratado com
ciclofosfamida na dose de 25mg/kg, i.p. * (p<0,05) em comparagédo ao grupo CICLO.
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Todos os animais do Grupo Controle morreram até o 12° dia ap6s in6culo do
tumor, ao passo que, no Grupo Ciclo ndo houve morte até o 20° dia de
acompanhamento. O tratamento com a aminoguanidina na dose de 100 mg/kg, nos
trés diferentes periodos, néo foi capaz de alterar a sobrevida (FIGURA 46A e B),
porém o tratamento final aumentou a sobrevida em 8% o percentual da expectativa

de vida (FIGURA 46C) dos animais com tumor ascitico de Ehrlich.
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Figura 46. Curva de sobrevida (Kaplan-Maier) (A), media de sobrevida (B) e expectativa de vida
(% ILS) (C) de animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich e tratados com aminoguanidina.
Os animais foram tratados com Aminoguanidina na dose de 100mg/kg, v.o0. durante cinco primeiros
dias a partir do inoculo (AGI), por cinco dias a partir do 5° dia apds o inoculo (AGF) ou por dez dias
apos o inéculo (AGC). O grupo CONTROLE nao recebeu tratamento e o grupo CICLO foi tratado com
ciclofosfamida na dose de 25mg/kg, i.p. * (p<0,05) em comparacgédo ao grupo CICLO.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a inibicdo in vitro, pela Aminoguanidina
(AG), da sintese de NO pela iINOS de macréfagos induzidos para o perfil M1 promoveu
a acentuacao da polarizacéo, associadas ao aumento da expressao dos receptores
co-estimuladores CD80 e CD86, da producao de citocinas pro-inflamatérias, como IL-
6, MCP-1 e TNF, acompanhadas curiosamente com aumento da expressao da propria
enzima alvo, iNOS, e o aumento da producdo da citocina reguladora IL-10. Tal
fendbmeno se mostrou reversivel com a diminuicdo da expressdo dos receptores co-
estimuladores, da prépria enzima alvo e das citocinas inflamatdérias, apds a retirada
do inibidor e a retomada da producédo de NO.

Tendo em vista o efeito da inibicdo da INOS em macrofagos M1 e papel
desempenhado por estas células e pelo NO na fisiopatologia de tumores, realizamos
o tratamento com inibidor em camundongos Swiss portadores da forma sélida e
ascitica do tumor de Ehrlich, em diferentes tempos apés a indu¢do do tumor. Em
relacdo a forma solida, o tratamento se mostrou eficaz quando realizado logo apds a
inoculagcdo do tumor, associado a reducdo da area de crescimento do tumor e
auséncia da angiogénese. Em contrapartida, a inibicdo ndo se mostrou eficaz em
prolongar a sobrevida dos animais portadores do tumor na forma ascitica.

O estudo da polarizacdo de macrofagos em processos inflamatérios e no
microambiente tumoral € emergente frente ao crescente conhecimento sobre a
plasticidade destas células (MANTOVANI; SICA, 2010; LABONTE, 2014) e sua
interferéncia direta ou indireta na orquestracéo da resposta imunolégica (MARTINEZ;
GORDON, 2014).

J& é conhecido que o tratamento oral com AG em camundongos, inoculados
com tumor solido, inibe de forma sistémica a INOS, inibindo a producédo de NO e
retardando o crescimento do tumor (REIS, 2009; 24). Os resultados encontrados por
Reis e Mohamad et al divergem do papel inibitério do NO contra células tumorais L929,
encontrados por Nascimento et al (2015).

Destarte a acdo direta do NO sobre as células tumorais e as func¢des anti-
apoptoticas e anti-angiogénicas da AG (SALVUCCI et al.; 2001 NAM et al., 2005),
relacionando de forma positiva ou negativa a acdo do NO sobre o0 crescimento ou

inibicdo de células tumorais (LECHNER et al., 2005), o presente estudo pretendeu
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entender a acdo da inibicdo da iINOS sobre a polarizacdo dos macrofagos, fato que
poderia alterar a relacdo destes com o microambiente tumoral, levando ao controle do
crescimento do tumor, num mecanismo de modulacdo da resposta imune.

Em relacéo a producédo de NO, sabe-se que macrofagos ativados com LPS ou
IFN-y (M1) produzem iNOS que agira na conversdo da L-arginina em NO e citrulina
(RATH et al., 2014). Optou-se por utilizar a AG visto que € um inibidor seletivo da
INOS, estruturalmente semelhante a L-arginina, bem como por ja ter sido utilizado em
experimentos anteriores (WOLFF et al., 1997). Os resultados obtidos mostram que a
concentracdo de 1mM é capaz de inibir a produgcédo de NO, sem alterar a viabilidade

dessas células, servindo entdo de norteamento para 0s experimentos seguintes.

Inicialmente, decidiu-se investigar a influéncia da inibicdo da INOS sobre
polarizacdo de macrofagos néo ativados (M0). Nao houve diferenca entre os grupos
MO que receberam ou ndo AG em relacao a producéo de citocinas inflamatdrias e em
relacdo a expressdo de marcadores de superficie (CD80), ou seja, a inibicdo da
atividade da iINOS pela AG nao promove a polarizacao dessas células para um perfil
inflamatério. Em relagéo a IL-10, as células tratadas somente com AG n&o produziram
essa citocina, o0 que mostra que essas nao tém uma caracteristica funcional que
justifigue uma polarizacdo para M2. Em relacdo aos marcadores de superficie, a ndo
identificacdo do receptor de manose, encontrado em macréfagos M2, poderia dar um
resultado mais fidedigno, apesar de ndo ser encontrado na literatura estudos que
demonstrem a polarizacdo para um perfil M2 apenas com a inibicdo da iNOS.

Tendo-se caracterizado as citocinas produzidas pelas células e a concentracao
ideal de AG, investigou-se o papel da inibicdo da iINOS em células estimuladas para
os perfis M1 e M2 separadamente. Em relacdo ao grupo M1, nossos resultados
corroboram com os achados de outros estudos (LU et al., 2015), onde observamos
qgue a inibicdo da INOS nessas células promoveu a intensificacdo na diferenciacéo
das mesmas, tanto na producdo de citocinas inflamatoérias (IL-6) como na média de
intensidade de fluorescéncia dos marcadores de superficie (CD80). Estimulos como
LPS e IFN-y aumentam a expressao do CD80, uma glicoproteina de membrana que
funciona como coestimuladora para a ativacdo de células T. A expressao dessas

proteinas tem sido relacionada com a reducéo de alguns tumores como o de mama
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(LI et al., 2010; BOZEMAN et al., 2016; Sl et al., 2017). Os resultados encontrados
mostraram aumento da expressdo desses marcadores, apos cultura de células M1
com a AG, apresentando assim células mais efetivas na estimulacdo de células T e
na prevencao da progressao tumoral.

Curiosamente, as células estimuladas para o perfil M1 e cultivadas com AG
passaram a produzir também IL-10. Esse é um fato interessante, uma vez que as
células continuam produzindo citocinas inflamatérias e expressando marcadores
como o CD80, ou seja, a inibicdo da iINOS nao polarizou esta célula para um perfil
anti-inflamatorio, apesar da producdo isolada de IL-10. Em relacdo ao papel dessa
citocina sobre o realce na ativacao dessas células, ja foi constatado que a expressao
do mRNA de IL-10 nédo varia em macréfagos nocauteados ou ndo para a iNOS e
estimulados para o perfil M1 (LU et al., 2015), indicando que a exacerbacdo na
diferenciacdo de macréfagos M1 que sofreram a inibicdo da iNOS independe dos
efeitos da IL-10.

Apesar de ser produzida classicamente por células do tipo M2, a literatura
mostra que a sintese de IL-10 pode ser regulada pelo NFkB, em macréfagos M1, onde
reguladores de transcricdo mantém um alto limiar de indug&o da producgéo de IL-10
por essa via. A inibicdo desses reguladores e a ativagéo de TLRs, irrompe a producgao
dessa interleucina, sem, no entanto, alterar a produgcdo de citocinas inflamatérias
como IL-6 e TNF-a (SONDERGAARD et al.,, 2015). Uma vez que as células
estimuladas para M1 e tratadas com AG continuam produzindo citocinas inflamatérias,
a producéo de IL-10 encontrada nesse estudo pode estar relacionada com a via do
NFkB.

Ademais, Lopes et al demonstraram que macrofagos cultivados com LPS
podem cursar com a producédo de IL-10, tendo o TNFa como importante indutor da
expressao génica e producdo desta citocina (LOPES et al., 2010). Uma das formas
da IL-10 inibir a sintese de citocinas inflamatérias é através da inibicdo da STAT1 pela
STAT3, proteina produzida ap0s a fosforilagcdo de janus quinase, induzida pela IL-10
(DENNIS et al., 2013; DALLAGI et al., 2014).

Nesse sentido, a producéo de NO pode estar relacionada com o bloqueio da
producéo de IL-10. Associado a inibicdo da producéo de NO, a liberacdo exacerbada

de citocinas inflamatérias induziu a producéo desta citocina anti-inflamatoria a fim de
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controlar a superativagdo dessas células. Esse achado corrobora com os resultados
de Gerard et al que observaram o papel protetor da IL-10 em processos inflamatorios
exacerbados, demonstrando a capacidade da mesma em controlar a producao
exacerbada de TNF-a em choque toxico induzido em camundongos (GERARD et al.,
1993).

Em relacdo a resposta anti-tumoral da IL-10, € importante frisar que apesar de
encontrada em alguns tumores, pode ser um indicador de uma resposta inflamatoria
potente ao invés de imunossupressdao. Mumm et AL. estudaram as propriedades
antitumorais da IL-10 em modelos tumorais de camundongos, constatando a indugéo
de mecanismos antitumorais como infiltracdo e ativacdo de células T citotoxicas,
expressao de IFN-y e apresentagéo de antigenos tumorais. Ja a deficiéncia de IL-10
levou a vigilancia imune tumoral enfraquecida, enquanto que a sobreexpresséao de IL-
10 protegeu os camundongos da carcinogénese (MUMM et al., 2011).

Posto isso, nossos resultados demonstraram que a iINOS é capaz de inibir a
ativacdo de macréfagos M1 num mecanismo dependente de NO. Sugere-se entéo
que a producdo de NO pode controlar a producdo de citocinas inflamatérias em
macrofagos classicamente ativados, revelando um curioso mecanismo para a
modulacdo da diferenciacdo de macréfagos M1. Em conformidade com esses
resultados, Giordano et al. (2010) mostraram a expressao amplificada de citocinas
inflamatérias como TNF-q, IL-6 e IL-12p70 em células dendriticas ndo produtoras de
INOS, indicando a capacidade da iINOS em modular a producdo de citocinas em
células do sistema imune inato.

Apos ter observado o realce na ativacao de macrofagos M1 posterior a inibicdo
da producédo de NO, investigou-se a acdo do mesmo sobre a sintese de iINOS, que
em células Raw 264.7 ocorre, intracelularmente, em duas formas como um monoémero
e como um dimero. A forma monomérica possui atividade da redutase do citocromo
c, mas ndo consegue reduzir o oxigénio (atividade da NADPH oxidase) ou sintetizar
citrulina e NO. A forma dimérica da enzima exibe as trés atividades (FORSTERMANN,;
MUNZEL, 2006; RAFIKOV et al., 2011).

Foi observado que a AG néo inibe na sintese da enzima e curiosamente, a
sintese de INOS é amplificada em macrofagos M1 que receberam a droga. Wolff et al.

(1997) observaram que macrofagos Raw 264.7 estimulados com LPS e IFN-y tratados
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com 1mM de AG perderam cerca de 99% da sua capacidade de producao de citrulina,
no entanto a atividade redutase do citrocomo ¢ permaneceu inalterada e que retomam
a producéo de citrulina e NO ap0s a retirada da AG do sistema.

A retomada na producédo de NO, também observada em nossos experimentos
apos da retirada do inibidor, se da pelo fato de que o mecanismo de inibicdo da AG
ocorre através sua conversao intracelular pelos dimeros de iINOS, mas nédo pelos
mondmeros da enzima, em intermediarios que inativam a enzima. Na auséncia da AG
e na presenca da L-arginina os monémeros de iINOS podem formar novos dimeros
funcionais de INOS iniciando a producéo de NO, no qual pode ser limitada pela
concentracdo de monémeros disponiveis no citoplasma (CHEN et al., 2002). Dessa
forma, apesar da inibicdo da iINOS pela AG ter inibido a producédo de NO, as células
continuam produzindo a enzima, inclusive em maior quantidade que as células que
nao tiveram a producédo de NO cessada. Isso demonstra o papel supressor do NO
também na sintese da iNOS.

Heinecke et al (2014) observaram resultado diferente utilizando AG 1mM em
células de tumor de mama MDA-MB-231, relatando a relac&o positiva da producéo de
NO com a expresséo de INOS. Apesar de ndo ter sido utilizada imunofenotipagem em
seus experimentos, a relacdo da sintese de INOS com o NO em células tumorais pode
ter mecanismos distintos das células Raw 264.7.

Durante a resposta imune, os macrofagos sao a principal fonte de NO
sintetizado. Os macrofagos podem limitar o crescimento tumoral, ndo sé devido a
producdo de NO, mas também através de outros mecanismos, como 0 aumento da
producdo de citocinas pro-inflamatoérias, a atividade dos radicais livres ou a
apresentacao do antigeno tumoral e a ativacdo de linfocitos auxiliares e citotoxicos.
(LUM et al., 2006; GRIVENNIKOV et al., 2010).

Ao avaliar os animais portadores da forma sélida do tumor de Ehrlich tratados
com AG, foi observado logo ap6s o in6culo tumoral, o retardamento do crescimento
do tumor inoculados tanto na pata quanto na orelha a partir do 8° dia. Porém, o
crescimento do tumor dos animais, em ambos locais de inoculacdo, tratados
tardiamente foi semelhante ao dos animais n&o tratados. Esse retardo no
desenvolvimento do tumor solido pode estar relacionado a agéo inibitéria da AG sobre
a INOS, uma vez que esta droga ndo apresentou citotoxicidade in vitro sobre as
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células do tumor de Ehrlich nas mesmas concentrac¢des utilizadas nos macréfagos
Raw 264.7.

Deryagina et al. (2015) evidenciaram o crescimento continuo das
concentracbes de NO e de seus produtos nas trés primeiras semanas do
desenvolvimento do TSE e Nishikawa et al (2004) verificaram que o TES néo
consegue crescer em camundongos deficiente de iINOS, demonstrando que esta
enzima tem uma relacdo importante no desenvolvimento desse tumor.

O NO catalisado por essa isoenzima tem um papel chave durante o processo
de angiogénese tumoral, principalmente, hiper-regulando a expressao de VEGF
(COOKE; LOSORDO, 2002; GHOSH et al, 2004; PINTO et al., 2009).
Interessantemente, ocorreu a redugdo dos vasos sanguineos tanto nos grupos
tratados com AG no inicio do desenvolvimento tumoral, com reducdo da espessura
da pata com tumor e da &rea do tumor na orelha, como 0s grupos tratados
tardiamente, que ndo apresentou alteracdo significativa, indicando que, ambos 0s
tratamentos tenham inibido a sintese de NO e consequentemente o processo de
angiogénese.

E sabido que durante o desenvolvimento tumoral a iNOS é expressa tanto nas
células malignas como em células normais (FUKUMURA et al., 2006; NASCIMENTO
et al., 2015). A medida que essas células malignas proliferam, também aumenta a
expressao dessa enzima (XU et al., 2002). Logo, a diminui¢cdo na formacéo de novos
vasos ocasionada pelo bloqueio da iNOS no inicio do processo de instalacdo do tumor
pode ser mais eficiente que quando feita tardiamente, visto muitos vasos ja terem sido
formados antes do tratamento.

Pela analise histopatolégica, ndo foi observada alteracdes no influxo de
infiltrado inflamatorio entre os grupos tratados nos diferentes tempos de tratamento
com o inibidor. Tal fendbmeno pode estar relacionado com a produgéo de iL-10 pelos
super macrofagos M1, apesar da alta producéo de citocinas pro-inflamatéria no local
do tumor, uma vez que néo se observou alteragdes sistémicas das concentracdes de
IL-6, TNF-a e MCP-1 no soro. Ao passo que Patricio et al (2008) observaram que o
aumento da espessura da pata de camundongos infectados com Leishmania
amazonenzis apés tratamento com extrato de Chenopodium ambrosiodes era uma

associagao entre a infeccao e a atividade pro-inflamatoria do extrato.
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Também foram observadas extensas areas de necrose nos cortes histologicos,
principalmente quando o tratamento foi feito precocemente. De fato, sabendo que a
taxa de crescimento tumoral é muito alta; a hipoxia e a reducéo de nutrientes, devido
a inibicdo indireta da angiogénese tumoral pela AG, deve ter induzido a morte das
células tumorais por necrose (DE ASSIS, 2007).

Apesar de ndo ter sido observada alteracdo na celularidade da medula, ja foi
demonstrado que durante o desenvolvimento do tumor de Ehrlich ocorre drastica
reducdo no numero de Unidades Formadoras de Colbnicas de GranulOcitos e
Mondcitos (CFU-GM) e na celularidade da medula éssea, efeitos estes que concorrem
para a faléncia do sistema imune do hospedeiro (JUSTO et al., 2000; VALADARES et
al, 2002).

Ja foi observado que essa hipoplasia esta, geralmente, associada com uma
intensa esplenomegalia, que entre outros fatores, estd associada a uma
hematopoiese extramedular (DE ASSIS, 2007; VALADARES et al., 2002).

Tanto a diminuicdo no numero de CFU-GM da medula éssea quanto o
progressivo aumento desses precursores no baco tem sido atribuida, entre outros
fatores, o aumento da angiogénese tumoral promovida pelo VEGF e ocasionando um
desequilibrio hematopoiético (GABRILOVICH et al., 1998). Interessantemente, nesse
trabalho, apesar de que néo foi observada alteracdes na celularidade da medula, o
tumor promoveu esplenomegalia, ndo sendo alterado pelo tratamento com AG.

Numa analise mais minuciosa das células do baco, ndo observamos alteracdes
pelo tratamento com a AG no numero de linfécitos T e suas subpopulacdes, de
linfécitos B, de células NK e NKT em comparacdo ao grupo com tumor sem
tratamento. Ao passo que houve o aumento no nimero de macréfagos F480*lale*, o
gue ndo levou ao aumento da producdo de citocinas inflamatoérias na cultura das
células do baco, podendo este aumento ser reflexo dos produtos quimiotaticos
induzidos pelo tumor.

Foi observado o aumento da celularidade do linfonodo drenante, além da
migracao de células para o microambiente tumoral e proliferacao celular, outro fator
que contribui para o aumento das células é a alta capacidade que o tumor de Ehrlich
tem de produzir metastase para esse 6rgdo (SOUZA, 2009). Entretanto, com os

tratamentos com AG iniciados ap0s a inoculacdo do tumor houve uma reducdo na
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celularidade do linfonodo drenante. Como ja dito anteriormente, o crescimento de
tumores solidos, assim como sua habilidade de produzir metéstases € dependente do
processo angiogénico (KIRSCH et al., 2000; FOLKMAN, 2002). Nesse sentido é
plausivel pensar que o tratamento com AG possua uma acao anti-metastatica sobre
o tumor de Ehrlich.

Os resultados obtidos aqui indicam que a inibicdo da NOS2 é uma ferramenta
importante para o controle do desenvolvimento tumoral, mas que os efeitos dependem
da fase do desenvolvimento tumoral, pois sO retardou o desenvolvimento tumoral
quando a tratamento com AG foi realizado no inicio; e de um conjunto de fatores
associados que nédo, simplesmente, a diminuicdo desse metabdlito.

Em relacdo a forma ascitica do tumor de Ehrlich, os diferentes tempos de
tratamento ndo foram capazes de alterar o peso e nem a circunferéncia abdominal em
relacdo ao grupo néo tratado, assim como nao foi capaz de aumentar a sobrevida e
nem o percentual da expectativa de vida dos animais, quando comparado ao grupo
Controle.

Durante a resposta imune, os macrofagos sdo a principal fonte de NO
sintetizado. Os macrofagos podem limitar o crescimento tumoral, ndo s6 devido a
producdo de NO, mas também através de outros mecanismos, como 0 aumento da
producdo de citocinas pro-inflamatoérias, a atividade dos radicais livres ou a
apresentacao do antigeno tumoral e a ativacao de linfocitos auxiliares e citotoxicos.
(LUM et al., 2006; GRIVENNIKOV et al., 2010).

Nishikawa et al. (2004) demonstrou que animais deficientes de INOS com TSA,
apesar de apresentarem maior sobrevida, tiveram um aumento constante no nimero
de células tumorais, sem alteracédo na producédo de NO no soro e no liquido ascitico.
Em contrapartida nos animais que expressavam a iNOS, observou-se o aumento
continuo da producédo de NO no soro e na ascite ao longo desenvolvimento tumoral,
no entanto o crescimento no nimero de células tumorais foi interrompido em torno de
uma semana e meia apés o indculo com a morte dos mesmos na segunda semana.

Kalish et al. (2015) demonstrou tanto o quelante de NO ((2-4-carboxifenil) -
4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-6xido) quanto o inibidor de INOS (S-(2-
aminoethil isotioureia) diminuiram a sobrevida de camundongos C57BL/6J e

C57BL/6N com TSA, enquanto a administracdo do doador de NO (nitroprussiato de
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sédio) prolongou a sobrevida dos camundongos. Bem como a inoculacdo de
macréfagos reprogramados in vitro para o perfil M1 e ativados pelo LPS prolongaram
a sobrevida dos camundongos com TAS.

Com base nos nossos achados, que o efeito antitumoral da inibicdo da iINOS
pela AG foi eficaz apenas na forma sélida apenas no inicio do processo de instalacéo
do tumor, pelo fato da ndo disponibilidade de NO, produzidos pelos de macréfagos
recrutados e ativados para o perfil M1, necessaria para promoc¢ao da angiogénese
devido a hipéxia causada pelo crescimento tumoral e consequentemente
recrutamento, e assim restringindo o aporte nutricional essencial para o
desenvolvimento tumoral. No entanto, com a interrupcao do tratamento observou-se
retomada do crescimento do tumor.

Como consequéncia da inibicdo da INOS em macrofagos M1, observou-se in
vitro, que h&a uma amplificacdo da ativagdo do perfil M1, com o aumento da expressao
dos marcadores de superficie CD80 e CD86, bem como da propria enzima produtora
de NO INOS, acompanhado do aumento da producéo de citocinas inflamatorias. Este
quadro de ativacdo se mostrou reversivel atreves da retomada da producédo de NO
pelos macréfagos M1 com a retirada da AG, sendo uma possivel explicacdo para
retomada do desenvolvimento do TSE no grupo de AGI. Experimentos serao
realizados com a finalidade de se compreender os mecanismos da ativagcdo dos
macrofagos para o perfil M1 com a iNOS inibida e verificar se a atividade citotoxica

destes macroéfagos frente a células tumorais esta aumentada.
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7 CONCLUSAO

v" A AG nao é capaz de polarizar por si sé macréfagos Raw 264.7.

v A AG nado é capaz de alterar a repolarizar de macrofagos Raw 264.7
estimulados para os perfis M1 e M2.

v A AG nao possui efeitos na polarizacgdo de macréfagos Raw 264.7
estimulados para o perfil M2.

v A inibicdo da iINOS pela AG intensifica a ativacdo de macrofagos Raw 264.7
estimulados para o perfil M1, no entanto é reversivel.

v" A inibicao da iNOS foi eficaz de retardar o crescimento TSE apenas com o
tratamento logo apds a inoculag¢édo do tumor.

v A inibicdo da iNOS nao alterou a sobrevida de camundongos portadores de
TAE.
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Chronic periodontitis and serum levels of hepcidin and
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Improves Phagocytic Activity and
Decreases Bacterial Growth and the
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Chencpodium amivosoides |, (Amamnthacess) i offen used in different kincs of
vagatal preparations for medicinal purposes in many clinical situations. Some studies
hava cemonstraledd s anli=nlammatary and mmusomockdalory progecies. The am of
this wiork was to investigate the efiect of prophyvlactic trealment with The hydroalcabolc
crude exiract ([HOE) of O ambrosionles and its hexanc fraction (HEX] on the control]
of bectaral growth, the ectivation of phegocytes and the control of the systamic
inlammatory response in a sapsis expeimental modal. Animals ware divided into threa
groups v = Bgroupe Contol. which recetved anky MaCl 0.9% sclulion; HCE, which
racaived tha cuce axiract; and HEX, which received the HEX of the axiFact, The anmals
recaped salne, HOE or HEX (5 movkg), subcutemeously (35, 6 h before cecal ligation
and punciune (CLF) Twebse hours after the CLF, the blocd was collected to measurs tha
sorum oylokines and the animals were kiled for the avaluation of colony=forming units
ISFUs), colular influx, and activation of phagosyles B he peftoneal cavity, measured
Ly the secreton of madmgen pacsdde and nitde adoe production, The results showed
that only HEX treatrnant inhibited bactesiel growth in the pertoneum and inflarmmatory
callular nfiux, aspecialy i of macrophages and nautropnils. Howeavar, HCE amd HEX
trpatments increased ex wvo hydrogen perosice secmation amd nitric oxdde production
by phagoosytes and decreased the proeinlammalony oyviokices in the senurm, indicating
a systemic ant-nflarmmatony effect of both, In conclusion, C. ambrosiniclas treatmamnt
ciacreazes bactaria] growtn foaly by activetion of phagocytes and, in paralle]. amaliorates
the general stata of mice by reducing the systemic inflammatory msponse wsually
otareed in sepsis.
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Tumor growth activity of duloxetine e
in Ehrlich carcinoma in mice

Ed Carlos Rey Moura', Plinio da Cunha Leal', Izabel Cristina Portela Bogéa Serra', Bruno de Paulo Ribeiro',
Johnny Ramaos do Nascimento', Flavia Raquel Fernandes do Nascimento' and Rioko Kimiko Sakata®

Abstract

Objective: The objective of this study was to analyze whether duloxetine influences tumor growth in Ehrlich carci-
noma. The mice were administered 5 or 30 mag/kg of duloxetine or saline solution. All animals were inoculated with
tumor cells. The tumor progression was evaluated by body weight, abdominal circumference, ascites volume and
tumor cell count. The effect of duloxetine on immune response was evaluated by lymphoid cells, nitric oxide (NC)
production, arginzse and superoxide dismutase (SOD) activity and the spleen immunophenotyping.

Results: Thers was no difference between the groups regarding weight, abdominal circumference, ascites volume
and number of tumor cells. Duloxetine increased the cells of the inguinal lymph node. There was no difference in the
number of cells in the bone marrow and spleen. Ascites SOD activity was greater in Duloxetine groups. There were
no differences in the levels of NO, nitrite, and arginase. The number of antibody for CD3 (CD3+), CD44-, CD8+ and
CD28+ cells was lower in the duloxetine groups. In conclusion, duloxetine has no direct effect on turmor growth and
daes not alter immunity. The drug increased the SOD that fights free radicals and led the migration of lymphocytes,
suggesting that duloxetine could be used in tumor-bearing individuals.

Keywords: Cancer, Duloxetine, Tumor grawth

Introduction

Cancer pain is treated according to the analgesic ladder,
with opioids on the second and third steps. Adjuvants,
such as duloxetine, can be used in combination on all
steps. 'The use of antidepressants is important to appro-
priately treat cancer pain. The study on the effect of adju-
vants is important to select drugs that do not increase
tumor growth.

In the Ehrlich’s tumor, a mammary carcinoma of female
mice in ascitic form, pain is caused by the inflammatory
response, and pressure exerted by progressive tumor
enlargement, hemorrhage, and neural compression [1].

Duloxetine would be an interesting analgesic drug for
its anti-inflammatory effect [2]. Duloxetine is a reuptake
inhibitor for serotonin (5-H'T') and norepinephrine in the
central nervous system that reduces pain transmission

*Correspondence: rsakata@unifesp.or

? Universidade Federal de San Paulo, Rua Trés de Main 61/51, Vila
Clementino, S&o Paula, Brazil

Full list of author information is available at the end of the article

[3]. Duloxetine, in vitro, was able to decrease the viability
of hepatocellular carcinoma cells [4].

There aren’t any studies about the in vivo effect of
duloxetine on the effect of duloxetine on the tumor pro-
gression and on the immune response.

The present study aimed to evaluate whether dulox-
etine directly influences tumor growth, in the Ehrlich’s
tumor model in mice.

Main text

Materials and methods

After approval from the Ethics Committee (CEUA
5923020415), 15 adult female Swiss mice, with 60 days
and between 25 and 30 g were housed 5/cage on a
12-h-light/-dark cycle in a temperature-controlled room
with food and water available ad libitum. Animal experi-
ments were carried out in accordance with the Interna-
tional Association for the Study of Pain (IASP). Every
effort was made to reduce the number of animals used
and their discomfort.
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Introduction

Abstract

Objectives To evaluate the effect of hydroalcoholic crude extract (HCE) from
Chenopodium ambrosioides leaves on the development of type IT collagen-induced
arthritis (CIA) and on pro=inflammatory cytokine balance.

Methods Collagen-induced arthritis was induced in DBA1/] mice. On the 21st
day, the mice were treated orally with HCE or methotrexate, daily. Six wecks
after beginning the treatment, the following measures were determined:
lymphoid organs cell numbers, percentage of blood cells, 1L-6, IFN-y, TNF-x
and IL-17 serum concentrations, activity of hepatic and kidney glutathione
S-transferase, hepatic 7-ethoxyresorufin-O-deethylase activity, bone density and
histopathology.

Key findings Treatment of CIA mice with HCE 5 mg/kg (HCES) reduced the
percentage of neutrophils and macrophages and the number of bone marrow
cells and increased the lymphocyte numbers and the inguinal lymph node cellu-
larity. This treatment inhibited the serum concentration of IL-6 and TNEF-u,
which may be related to the preservation of bone density and to the slight thick-
ening of periarticular tissues, with minimal fibrosis and fibroblast proliferation in
the joints. The CIA group presented advanced articular erosion and synovial
hyperplasia. Phytochemical analysis showed mainly flavonols.

Conclusions HCES presented anti-arthritic potential and reduced IL-6 and
TNF-o, which participate directly in the development and maintenance of the
inflammatory process in rheurnatoid arthritis.

tuberculosis and rheumatism.® The literature has reported

on the following pharmacological properties: diuretic;

3 . 4 - . g5 .
l'l; zl.rn:]h.lrru.:urI l; antlbﬂcterlall I;. antifun-

Chenopodium ambrosioides L., popularly known as ‘mas-
truz’, is a herb of the Amaranthaceae family and is dis-
tributed widely throughout Brazil.""?) In Brazilian popular
medicine, the plant is crushed and taken in the form of
teas, infusions or poultices for various purposes: as a
diuretic, an antihelminthic, for wounds, respiratory prob-
lemns, mmflammatory and painful conditions, bronchitis,

anthelmintic
gal'®’; antiprotozoal”; antinociceptive'®'; anti-inflamma-
tury.g.; and the reduction in synovial inflammation and
pain on experimental osteoarthritis.!'”’

However, there are no reports of the effect of C. ambro-
stoides on rheumatoid arthritis (RA), which is a chronic
disease inflammation and

characterized by synovial

1078 © 2018 Royal Pharmaceutical Society, Journal of Pharmacy and Pharmacology, 70 (2018), pp. 1078=1091
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L-glutamate-induced obese mice

C. F. F. Coelho®, L. M. Frangal'4, J. R. Nascimento®™®, A. M. dos Santos™*,
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Abstract

Monosodium 1-glutamate (MSG)-induced obesity is a useful model for non-alcoholic fatty
liver disease (NAFLD) studies. However, there is limited data on its initiation and progression.
Thus, this study aimed to characterize the onset of metabolic and histopathological features of
NAFLD and its progression to non-alcoholic steatohepatitis (NASH) in this model. To
perform this study, Swiss mice pups were neonatally injected with MSG (4 g/kg/day, s.c.) or
equiosmolar saline and followed up to 60, 120 or 180 days old. At each age, blood, liver, as well
as periepididymal and retroperitoneal fat pads were collected for morphometric, biochemical
and histological analyses, the later according to NAFLD activity score. MSG mice presented
hypertriglyceridemia and central obesity at all ages, but peripheral insulin-resistance was
verified only in 120- and 180-day-old mice. Hepatic total fat and triglycerides content were
higher in MSG mice at all ages. Accordingly, histopathological analysis showed that 60-day-old
MSG mice had microvesicular steatosis with occasional ballooning, which evolved into NASH
from 120 days old. Retroperitoneal fat accumulation was the only variable to independently
correlate with NAFLD activity total score upon multivariate analysis (R*=7145%). There
were no differences in IL-6 and TNF-u serum levels among groups. Overall, this study shows
that NAFLD is a precocious outcome in MSG-obese mice, whereas the period comprised
between 60 and 120 days old seems to be a crucial metabolic window for comprehending
pathophysiological events involved in NAFLD-to-NASH progression in this model.

Introduction

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), defined as the cytoplasmic lipid accumulation
inside hepatocytes in the absence of relevant alcohol intake,' has been considered the main
hepatic manifestation of metabolic syndrome (MetS) and whose prevalence has reached epi-
demic levels worldwide.” Upon sustained injury, hepatocytes start releasing pro-inflammatory
cytokines that lead to macrophage infiltration and disease progression to non-alcoholic
steatohepatitis (N;\SH}.’ These histopathologic and biomolecular changes have been tentatively
explained by the "T'wo Hits Hypothesis' for NAFLD/NASH, according to which the first
hit corresponds to steatosis and the second one to the joint factors oxidative stress and
cylokines release.’”

Histopathological criteria for NASH diagnosis include mandatory presence of steatosis,
ballooning degeneration and lobular inflammation, with or without perisinusoidal fibrosis on
hepatic lobule zone 3.* However, physiopathological mechanisms underlying this process are
still barely understood, meanwhile available animal models not fully embrace human NAFLD/
NASH features.” According to Kanuri and Bergheim,” an ideal animal model should meet two
basic criteria: histopathological pattern similar to human NAFLD and steatohepatitis onset
occurring under a dysfunctional metabolic milieu. More recently, it has been pointed out that
most NAFLD/NASH models do not evolve to more severe stages of liver disease.”

Neonatal injection of monosodium L-glutamate (MSG) damages hypothalamic nuclei, for
example, arcuate nucleus,*® leading to deficient growth hormone (GH) secretion, as well as
autonomic unbalance characterized by decreased sympathetic and increased parasympathetic
toni.'*™"? Consequently, MSG-obese rodents shaw hyperinsulinemia and reduced serum levels
of insulin-growth factor 1 (IGF-1) at ages as early as 4 weeks old,"”™"* which precede the
development of dyslipidemia, glucose intolerance, hyperleptinemia insulin resistance, central
obesity and type II diabetes mellitus (T2DM) at adulthood.'™"* Noteworthy, early infant GH
deficiency and hyperinsulinemia are thought to predispose to a range of late-in-life chronic
conditions due to metabolic programming®’ Thus, those gathered features support MSG

Downloaded from hitps://www.cambridge.org/core, Universidade Federal do Maranhao, on 05 Dec 2018 at 18:21:23, subject to the Cambridge Core terms of use, avalable at
httpsy/fwww.cambridge, org/corefterms. https://doi.org/10,1017/520401 74418000284
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Prophylactic Treatment With
Simvastatin Modulates the Immune
Response and Increases Animal
Survival Following Lethal Sepsis
Infection

Jose A. F. Braga Filho'', Afonso G. Abreu®*, Carlos E. P. Rios’", Liana O. Trovao’,

Dimitri Luz F. Silva’, Dalila N. Cysne’, Johnny R. Nascimento ', Thiare S. Fortes™?,
Lucilene A. Silva', Rosane N. M. Guerra™?, Marcia C. G. Maciel®, Carlos H. Serezani* and
Flavia R. F. Nascimento ™"

' Laboratory of Immunophysiology, Federal University of Maranhao, Sdo Luis, Brazil, ¥ Programa ds Pos-Graduagdo em
Ciénclas da Salds, Federal University of Maranhdo, Sdo Luis, Brazi, * CEUMA University, S&o Lufs, Brazil, * Division of
Infectious Diseases, Departments of Medicing, Fathalogy Microbiclogy and immunciogy nstitute for infection, iImmunatogy
and Inflammation, Vanderbilt University School of Madicine, Nashwile, TN, United Stales

Chronic use of stating may have anti-inflammatory action, promoting immunomodulation
and survival in patients with sepsis. This study aimed to analyze the effects of
pretreatment with simvastatin in lethal sepsis induced by cecal ligation and puncture
(CLP). Male Swiss mice received prophylactic treatment with simvastatin or pyrogen-free
water orally in a single daily dose for 30 days. After this period, the CLP was performed.
Naive and Sham groups were performed as non-infected controls. Animal survival was
manitored for 60h after the CLP, Half of mice were euthanized after 12h to analyze
coleny-forming units (CFUs); hematological parameters; production of IL-10, IL-12, IL-8,
TNF-a, IFN-v, and MCP-1; cell counts on peritoneum, bronchoalveolar lavage (BAL),
bone marrow, spleen, and mesenteric lymph node; immunephenotyping of T cells
and antigen presenting cells and production of hydrogen peroxide (HzO5). Simvastatin
induced an increase in survival and a decrease in the CFU count on peritoneumn and
on BAL cells number, especially lymphocytes. There was an increase in the platelets
and lymphocytes number in the Simvastatin group when compared to the CLP group.
Simvastatin induced a greater activation and proliferation of CD4+ T cells, as well as an
increase in IL-6 and MCP-1 production, in chemotaxis to the peritoneum and in HzOp
secretion at this site, These data suggest that simvastatin has an impact on the survival
of animals, as well as immunomodulatory effects in sepsis induced by CLP in mice.

Keywords: simvastatin, prophylactic treatment, sepsis, immunomodulation, macrophages, hydrogen peroxide,
cytokines

INTRODUCTION

Sepsis is defined as a complex systemic inflammatory response caused by an uncontrolled infection
with activation of both pro- and anti-inflammatory responses. The development and progression
of sepsis are multifactorial, affecting the cardiovascular, neuronal, endocrine, and immune systems
(1, 2). It 1s the second most frequent cause of death among patients hospitalized in UTIs and the
10th most frequent cause of mortality in general (3).
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