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RESUMO

7

O melanoma € a forma mais agressiva de cancer de pele e que se
expande mais rapidamente em termos de incidéncia mundial. A terapia
convencional tem demonstrado freqUente ineficiéncia associada a efeitos adversos
em casos de melanoma maligno. Estudos prévios em camundongo demonstraram
gue complexos altamente diluidos derivados de extratos naturais, ativaram
macrofagos, aumentando a produgdo de Oxido nitrico, aumenta 0 numero de
células CD45R* de medula 6ssea, o nimero de células CD8" de linfonodo
mesentéerico e aumentaram a resposta tumoricida de linfécitos ativados contra
células de melanoma murino B16F10 in vitro. Neste estudo foram realizados
ensaios de triagem para avaliar o tratamento com diferentes complexos sob: a
influencia imunolégica do tratamento em camundongos suicos albinos, teste de
expressdao de interferon em linhagem celular reporter (MxRage), e teste de
atividade de pNF-kB em linhagem de adenocarcinoma coloretal transfectada com
GFP (HT29). ApGs os ensaios preliminares de triagem dois complexos foram
selecionados para os estudos seguintes para avaliar: 0 comportamento de células
B16F10 apds tratamento in vitro e posterior comportamento da propagacdo de
metéstases pulmonares em camundongos C57BL/6 apés inoculagcdo com células
B16F10 por veia caudal e tratamento in vivo por via inalante. Os resultados
mostraram inibicdo in vitro da invasdo de células B16F10 e in vivo potencial anti-
metastatico dos complexos derivados de Calcarea carbonica (M8) e de
Chelidonium majus. O tratamento mostrou fungbes como antagonista da
expressdo do perlecan, inibidor da adesédo e invasao celular, a diminuicdo da
ativacado do NF-kB induzida por TNF-a associada ao aumento da morte celular em
células HT2. O perlecan é um importante componente da matriz extracelular e é
considerado um fator metastatico, angiogénico e de invasdo em ceélulas tumorais
em especial no melanoma. Estes resultados mostraram que compostos
seguramente ndo téxicos podem ser uma eficiente forma de terapia complementar
promissora para a complementacdo de tratamento de melanoma e outros
canceres por promover a eficiéncia dos tratamentos convencionais, ou por
melhorar a resposta imunoldgica contra tumores, ou suprimir fatores envolvidos
com o comportamento maligno em células tumorais.



ABSTRACT

Melanoma is the most aggressive form of skin cancer, and the most rapidly
expanding cancer in terms of worldwide incidence. Chemotherapeutic approaches
to treat melanoma have been uniformly disappointing and induce adverse effects.
Previous studies in mice have demonstrated that a high diluted complex derivates
from natural extracts activated macrophages, increased nitric oxide production,
increased the number of CD45R™ cells in bone marrow and CD8" cells in
mesenteric lymph node, and stimulated the tumoricidal response of activated
lymphocytes against B16F10 melanoma cells in vitro. Here we performed
screening assays to evaluate the immunogical influence of treatment with different
complexes in swiss albine mice, to test interferon activity in a reporter cell line
(MxRage), and to test pNF-kB activity in a GFP transfected adenocarcinoma
colorectal cell line (HT29). After the preliminary screening, two composts were
selected to the further study of in vitro function evaluation of treated murine
melanoma cells (B16F10) and the posterior in vivo evaluation of the inhalant
treatment in a lung metastasis model with B16F10 in C57BL/6 mice. The results
showed an in vitro inhibition of invasion associated with adhesion of B16F10 cells
in the invasion assay and the in vivo anti-metastatic potential of a Calcarea
carbonica (M8) and a Chelidonium majus derivate HDCs after inhalation treatment
in the B16F10 lung metastasis model. Treatment showed functions, as a perlecan
expression antagonist, inhibitor of cancer cell adhesion and invasion, decrease of
NF-kB activation induced by TNF-a and increased cell dead were detected.
Perlecan is an important component of extracellular matrix and is considered a
metastatic, angiogenic and invasive factor for tumor cells, in special melanoma
cells. These results showed that a safety, non-toxic and efficacy complementary
therapy is possible and these high diluted compounds are a promising alternative
approach to the complementary treatment of melanoma, or others cancers, which
may enhance the efficacy of conventional medicines by improving the immune
response against tumor cells or even inducing a direct dormancy in tumor cells.
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1. INTRODUCAO

Dentre os diversos tipos de canceres, destaca-se o melanoma maligno,
cujos tumores possuem alta capacidade metastatica. Sua ocorréncia é frequente
na populacdo mundial, geralmente ocasionando a morte do paciente quando em
estagios avancados. Por outro lado, é clinicamente reconhecido que cénceres, de
uma forma geral, quando em metastases avangadas, sdo geralmente insensiveis
aos tratamentos convencionais, 0s quais além de pouco eficientes, possuem
diversos efeitos colaterais, geralmente, levando ao comprometimento da qualidade
de vida dos pacientes.

A capacidade metastética consiste na habilidade das células tumorais de
se estabelecerem em distintos 6rgdos (como por exemplo, cérebro, pulméo e
figado, entre outros) em relacdo a sua origem, o que resulta na formacdo de
colénias secundarias, comprometendo assim a eliminagéo total dos tumores por
via cirdrgica. Essa capacidade metastatica € decorrente de varios fatores, dos
guais se destaca a habilidade da célula tumoral em se tornar ndo “visivel” a
vigilancia imunologica. Sendo esta caracterizada por um conjunto de células de
defesa e moléculas bioativas que atuam proporcionando o equilibrio altamente
competente e controlado (THOMPSON et al., 2005).

Assim, uma estratégia interessante para o combate ao céncer seria a
sensibilizacdo das células do sistema imune, para que estas possam reconhecer
as células tumorais e, desta forma, realizar o seu exterminio. O ideal seria se este
tratamento ndo ocasionasse efeitos colaterais e, consequentemente, que nhao
minimizasse a qualidade de vida do paciente. Neste sentido destacam-se o0 uso de
medicamentos homeopéticos combinados, ou compostos homeopaticos
imunomoduladores (CHIs), que s&do medicamentos que compreendem uma
combinacdo de varias matrizes diferentes, conhecidas como (teis para um
determinado sintoma ou doenca.

Nosso grupo de pesquisa esta envolvido no estudo de medicamentos

homeopéticos e suas correlacdes imunolégicas ha mais de quinze anos, por



acreditar que o desenvolvimento de terapias complementares de baixa, ou mesmo
de nenhuma toxicidade, que estimulem células imunitarias € certamente relevante
nas perspectivas de associacdo com tratamentos convencionais. Por outro lado,
os CHIs podem permitir uma maior sobrevida e qualidade de vida do paciente.
Desta forma, o objetivo do presente projeto é avaliar CHIs e sua eficacia em
modelo de melanoma experimental em camundongo, bem como mecanismos

celulares envolvidos no processo.

1.1. Justificativa

O melanoma é um tipo de tumor agressivo que exibe um grande potencial
metastatico. Infelizmente, os tratamentos convencionais existentes ndo tém sido
eficientes contra o melanoma maligno, proporcionando taxas de recuperagao
inferiores a 25%. Por outro lado, como constatado em diversas observacdes
clinicas, pacientes portadores de outras neoplasias que foram tratados com
medicamentos CHIs mostraram uma maior efetividade no tratamento, permitindo
gue o proprio sistema imunitario do paciente possa auxiliar na resposta positiva.
Especificamente no caso de melanomas, pesquisas recentes que também
utilizaram CHls, corroboram com esta maior eficacia. Resultados prévios em
animais com Sarcoma-180 sob tratamento com CHI também mostraram resposta
imunolodgica ativada e, consequentemente, uma reducdo significante do volume
tumoral e remisséo total de 30% dos tumores. Dessa forma, o presente estudo
visa avaliar a acdo dos CHlIs sobre células tumorais, em especial em melanoma,
buscando contribuir para um maior conhecimento sobre os mecanismos de acéo
desse tipo de medicamento na atividade imunitaria antitumoral, além de propor

uma possibilidade terapéutica complementar no tratamento de neoplasias.



1.2.

1.2.1.

Objetivos

Geral

» Avaliar a acdo dos CHls in vitro sobre células MxRage e linhagens celulares

tumorais (HT29 e B16F10), assim como in vivo em modelo de tumor

maligno de melanoma murino.

1.2.2.

Especificos:

Para alcancar o objetivo geral, os seguintes objetivos especificos séo

propostos:

a)

b)

d)

f)

Selecionar os CHIs que alterem a resposta imunologica Thl ou Th2 em
estudos in vivo com camundongos suicos albinos;

Triar os CHIs que alterem a resposta in vitro sobre linhagens celulares
reporteres para estimulacdo de IFN do tipo | e Il (MxRage) e NF-kB
(HT29, GFP transfectada para p-NF-kB).

Avaliar atividade fagocitaria de macréfagos peritoneais de camundongos
C57BL/6 apds tratamento in vitro com CHIs.

Avaliar diversos parametros celulares, como viabilidade celular,
proliferacdo celular, possiveis alteracdes morfologicas, invasividade,
expressdao de CD74 e E-caderina em estudos in vitro com células de
melanoma murino B16F10.

Avaliar, identificar e localizar a expressdao de CD74 e E-caderina
envolvidas com sinalizacao celular e com capacidade anti-tumoral apos
o tratamento.

Avaliar os efeitos do tratamento de CHIs em metastases pulmonar de
células B16F10, em camundongos C57BL/6.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O melanoma

Céancer é a classificagcdo patolégica a um conjunto de doencas cuja
caracteristica € a proliferacdo descontrolada de células no organismo, provocada
geralmente por mutacdo no DNA, levando a perda do controle da divisao celular.
Com este crescimento desordenado as células, como mostrado na Figura 1 (A-B),
se desprendem e podem cair na corrente sangiliinea ou linfatica, nas quais sao
transportadas e se proliferam em outros 6rgdos, hum processo conhecido como
metastase. Os tumores benignos, diferentemente dos malignos, ndo tém a
capacidade de se espalhar para outras partes do corpo, pois ndo sao infiltrativos.
Eles crescem lentamente e sdo semelhantes ao tecido normais e ainda, diferentes
dos maligno, os tumores benignos ndo possuem a capacidade de proliferacdo em

local distinto ao de origem. Geralmente sdo envolvidos por capsula e podem ser

Melanocito
Melanoma

. Epiderme

Derme

Figura 1: A: Esquema epidérmico de localizacdo de um melanoma. B: Exemplo de nédulo
facial de melanoma em paciente (Fonte: A: http:/www.melanoma.ca e B:
http://www.topnews.in/health/diseases/skin-cancer; acessadas em 22/08/2008).

removidos cirurgicamente, sendo que na maioria dos casos ndo voltam a crescer

(ALBERTSSON et al., 2003; JANEWAY et al., 2007).



A célula que se torna anormal determinara o tipo de cancer. Neste sentido,
o melanoma (Figura 1), que é um cancer resultante da transformacao maligna de
melandcitos, representa um significante e crescente problema na saude publica
mundial. Quando detectado em estagios iniciais, os nédulos de melanoma podem
ser removidos cirurgicamente. No entanto, em estagio avancado, leva a um
comprometimento do paciente, que apresenta tempo médio de vida menor que um
ano e a estimativa para cinco anos de sobrevivéncia € menor que 15% (RIGEL;
CARUCCI, 2000). O melanoma é um céancer de pele agressivo, com grande
potencial metastéatico, particularmente em linfonodos, pulméo e cérebro. Nestes
casos, 0s tratamentos com quimioterapicos tém sido pouco eficientes e no
momento h& poucos agentes quimioterapicos para o tratamento de melanoma
metastatico que oferecam taxas de resposta maiores que 25%; além disto, estes
medicamentos apresentam efeitos colaterais severos. Por esta razdo, no
panorama mundial, aproximadamente 90% das mortes decorrentes de cancer, sdo
devido a casos de canceres desta natureza (RIGEL; CARUCCI, 2000;
THOMPSON; SCOLYER; KEFFORD, 2005).

Dentre os tratamentos clinicos convencionais para melanoma maligno
estdo estdo a administracdo de agentes quimioterapéuticos como: dacarbazine
(DTIC), cisplatinum, paquitlaxel, docetaxel, temozolomida analoga de DTIC, entre
outros. A imunoterapia também vem sido utilizada clinicamente através de
administracdo de imunoestimulantes como IL-2 e IFN. Porém, nenhum dos
tratamentos mencionados oferecem taxa de sucesso maior que 30% para a
regressao total ou cura da patologia. Além disto, todos os tratamentos acima sdo
acompanhados de multiplos efeitos colaterais em praticamente todos o0s
pacientes, devido a agressividade do tratamento. Os sintomas do tratamento
quimioterpico variam como: nausea, vOmito, febre, hipotensdo, distenséo
abnominal, fadiga, dores de cabeca, edemas periféricos, disfuncédo renal,
mielossupressao. Ja para 0s imunoterapicos, variam como: a sindrome do escape
capilarico que afeta a irrigagdo sanguinea em varios orgaos, hipotenséo, fadiga,
febre, aumento de creatinina no soro, congestdo vascular pulmonar, edema

generalizado, aumentada suscetibilidade a infeccdo por Staphylococcus,



supressao de medula o6ssea, depressdo, chegando até a desenvolver um
comportamento suicida (ATALLAH; FLAHERTY, 2005).

A célula de melanoma € originaria de melandcitos epidérmicos que
sofreram alteracfes genotipicas/fenotipicas resultando na transformacao maligna.
Estas alteracBes podem ser resultantes do excesso de radiacdo solar, contato
com substancias cancerigenas, predisposicdo genética, dentre outros fatores. A
transformacdo maligna e a progressdo do melanoma envolvem eventos de
metéastase e migracdo da célula maligna para outras partes do organismo. A
metastase ocorre quando a célula transformada deixa de expressar marcadores
de adesado célula-célula e célula-matriz extracelular, como E-caderina e pB-
catenina, que naturalmente a mantém aderido no tecido epitelial. A E-caderina &
uma glicoproteina transmembranica que ancora as células epiteliais em juncdes
aderentes, a qual se liga ao citoesqueleto de actina, por intermédio da B-catenina.
Desta maneira, em seu estado normal, os melandcitos encontram-se ligados a
queratindcitos. Apos a transformagédo maligna, células de melanoma diminuem a
expressao ou deixam de expressar E-caderina, 0 que resulta na deficiéncia de
ancoramento epidérmico e da regulacdo por queratindcitos. A baixa expressao
desta molécula implica que a B-catenina, por sua vez, encontra-se na forma
solavel no citosol. Isto resulta na estimulacdo das proteinas envolvidas com a
inducdo do ciclo celular, ocasionando proliferacdo desenfreada da célula
transformada. A proliferacdo desordenada gera a difusédo destas células pelo
tecido e pela falta de aderéncia e, alidada com sua capacidade invasiva, pode
penetrar em um vaso sangulineo e ser levada para outros 6rgaos, podendo entdo
estabelecer novas colénias (TUCCI et al., 2007). A capacidade invasiva e
migratoria depende da expressdo de metaloproteases que agem clivando
proteinas da matriz extracelular, resultando na capacidade metastatica (CURRAN;
MURRAY, 1999).

Diversos modelos animais de melanoma séo utilizados atualmente para a
pesquisa basica de agentes antitumorais, sendo que, um dos modelos mais
utilizados nestes estudos, consiste na proliferacdo das células B16F10 que foram

obtidos de camundongos C57BL/6. A cepa de melandcitos transformados B16



originou-se espontaneamente neste tipo de camundongo. Ao longo do
estabelecimento da linhagem separaram-se 0s clones celulares com maiores
capacidades metastaticas, correlacionando-os com maior numeracdo final
conforme o maior potencial de metastases. A célula B16F10 é considerada de alto
potencial metastatico, sendo ideal para os estudos in vivo porque, apos a “pega
tumoral”, confere ao animal um tempo significativo de vida, no qual é possivel
administrar agentes terapeuticos para pesquisa bésica. Dos modelos in vivo
utilizados para estudo com B16F10, ha o modelo de inoculacdo destas células
subcutaneamente, pois em poucos dias hd o crescimento de um tumor solido,
palpavel com intensa area necrética e que resulta em baixa sobrevida dos
animais. O modelo mais utilizado e mais citado na literatura é o ensaio in vivo de
metastase pulmonar, no qual se inocula a solugdo com células tumorais na veia
caudal e as células séo carreadas pela corrente sanguinea até os finos capilares
pulmonares. Ao penetrar no tecido pulmonar, as células B16F10 resultam em
diversos noédulos metastaticos escuros facilmente distinguiveis, devido a
expressdo de pigmentos de melanina pelas células. Este modelo de metastase
pulmonar € amplamente utilizado, devido a aproximacao das caracteristicas com o
melanoma metastatico humano, desde a propagacdo de nddulos metastaticos em
orgdos como o pulmdo, como a resisténcia de ambos a agentes quimioterapicos
guando o estagio de cancer esta avancado (OVERWIJK; RESTIFO, 2000).

A célula B16F10 do modelo de metastase pulmonar apresenta um
aumento da producdo enzimdtica, destacando-se proteases que resultam na
capacidade invasiva, que permite passar por barreiras teciduais como a matriz
extracelular e a parede vascular (GHOSH; MAITY, 2007). Dentre as
metaloproteases expressas pela célula B16F10, assim como em demais células
tumorais metastéticas, estdo a MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP, que conferem
capacidade invasiva a estas ceélulas por degradarem colageno IV, o maior
componente da membrana basal (camada extracelular de sustentacdo que
funciona como filtro seletivo, e separa o tecido epitelial do tecido conjuntivo)
(KASAOKA et al., 2007).



A célula B16F10, diferente de suas variacdes de menores malignicidade
como a B16F1, uma vez que esta apresenta alta expressao da integrina aV, a qual
esta relacionada com ligacdo com a molécula de matriz extracelular, em especial a
fibronectina. A alta expressdo desta integrina € necessaria para a efetividade
metastatica, adesdo no tecido pulmonar, assim como sobrevivéncia celular contra

a “anoikis”, morte celular desadeséo (QIAN et al., 2005).

2.2. Proteoglicanos e o melanoma

Vérios fatores podem estar alterados nas células tumorais. Como discutido
anteriormente, as bases moleculares do céancer ainda n&do foram totalmente
elucidadas, mas sabe-se que essas ceélulas, além de produzirem enzimas que
clivam componentes da matriz extracelular, podem possuir alteracdes em diversas
proteinas, como integrinas, caderinas, cateninas, além dos proteoglicanos, em
especial os de heparam sulfato.

Os proteoglicanos (PGs) sédo constituidos de cadeias de
glicosaminoglicanos covalentemente ligadas a um esqueleto protéico. Os
glicosaminoglicanos, por sua vez, sdo heteropolissacarideos lineares formados
por unidades dissacaridicas repetitivas, constituidas por uma hexosamina (D-
glucosamina ou D-galactosamina) unida por ligacdo glicosidica a um acucar ndo
nitrogenado, que pode ser um &cido urénico (D-glucurénico ou L-idurénico) ou um
acucar neutro (D-galactose). A maioria desses compostos apresenta grupamentos
sulfatos, que juntamente com as carboxilas dos acidos urbnicos, conferem uma
alta densidade de cargas negativas a eles. Sao conhecidos 0s seguintes
glicosaminoglicanos: heparina, heparam sulfato, condroitim-4-sulfato, condroitim-
6-sulfato, dermatam sulfato, queratam sulfato e &cido hialurbnico. Esses
compostos podem ser diferenciados quanto ao tipo de hexosamina e acucar nédo

nitrogenado, quanto ao grau de sulfatacdo e a posicdo em que sao sulfatados,



bem como quanto ao tipo de ligacdo glicosidica inter- e intradissacaridica
(DIETRICH, 1984; GANDHI; MANCERA, 2008).

Virtualmente todas as células, desde invertebrados simples até humanos,
sao capazes de produzirem heparam sulfato (DIETRICH, 1984; LINDAHL, 2007).
Existem 16 proteinas diferentes que carregam cadeias de heparam sulfato. Os
proteglicanos de heparam sulfato (PGHS) tém sido caracterizados como
componentes da matriz extracelular, como Agrim, Perlecam e, recentemente,
Colageno XVIII (10ZZ0O; SAN ANTONIO, 2001), bem como da superficie celular,
como os membros da familia dos Sindecans e dos Glipicans (BERNFIELD et al.,
1999; LINDAHL, 2007).

Os PGHS séo responsaveis por varias funcdes bioldégicas como atuagao
como co-receptores, que potencializam eventos de sinalizagdo celular (LOPES;
DIETRICH; NADER, 2006).

Os PGHS presentes na superficie de células tumorais, podem ainda
sofrer efeitos de “sheddases” e heparanases secretadas pelas proprias células
tumorais, que agem na liberacdo do ectodominio deste proteoglicano ou na
clivagem das cadeias sacaridicas, respectivamente. O efeito resultante € a
distribuicdo de PGHS livres e de fragmentos de heparam sulfato, os quais podem
agir como modulares celulares, na regido de alojamento do tumor. Assim, podem
atuar como moléculas efetoras na sinalizacdo celular para eventos de
angiogénese, contribuindo para o crescimento da massa tumoral e diminuicdo da
hipoxia (SANDERSON et al., 2005).

Cabe salientar que tumores metastaticos também podem agir utilizando os
proteoglicanos da matriz extracelular, em especial o Perlecam. Este PGHS € um
importante componente da membrana basal que frequentemente possui sua
expressao regulada positivamente em nddulos metastaticos pelas células
tumorais. O efeito resultante é a criacdo de um microambiente apto para o inicio
de eventos de neovascularizacdo, crescimento tumoral e invasividade. Tal
associacdo do Perlecam com a capacidade metastatica tem sido correlacionada
principalmente a sua habilidade de acumular o maior fator de neovascularizagéo

(FGF-2) e de promover a integridade de novos vasos. Este proteoglicano constitui
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em um alvo significante para novas pesquisas, as quais visam a diminuicdo do
potencial metastaticos de tumores, em especial o melanoma (JIANG et al., 2004;
FJELDSTAD, KOLSET, 2005).

Proteoglicanos de condroitim sulfato (PGCS) também possuem co-
relacbes com a malignidade da célula de melanoma. Estudos prévios em células
de melanoma murino demonstraram que o aumento da expressao de PGCS esta
diretamente relacionado com o maior potencial metastéatico e tumorigénico (BURG
et al., 1998). A relacdo da malignidade associada a este proteoglicano é resultante
do fato de uma metaloprotease de matriz do tipo membrana (MT3-MMP) se tornar
funcional quando ha interacdo entre ambos e facilitar a capacidade da célula
tumoral de atravessar as barreiras de matriz extracelular, migrando para outras
regides (IIDA et al., 2005).
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2.3. Respostas imunitérias anti-neoplasica

O sistema imunitario corresponde ao conjunto de células capazes de
manter a normalidade do organismo em um balanco altamente equilibrado. Uma
das atribuicdes destas células sao a identificacdo e eliminacdo de células
infectadas, anormais e ou neoplasicas. Macrofagos, células dendriticas e linfocitos
T CD4", T CD8", B e NK s&o células descritas como potenciais efetoras contra
neoplasias e sdo exaustivamente estudadas em vias de ativacdo de resposta
imunitaria visando a imunoterapia contra células neoplasicas (MOLIFE;
HANCOCK, 2002).

As células tumorais desenvolvem diversos mecanismos para se tornarem
“invisiveis” a vigilancia imunolégica. Células anormais, que estejam com
expressao génica diferenciada do considerado normal, tendem a ser eliminadas
por linfécitos T CD8*, evitando que essa célula cause algum dano ao organismo.
Esta eliminac&o ocorre quando o linfécito T CD8" entra em contato com a célula
alvo e reconhece seu padrdao de peptideo apresentado pelo MHCI. Estes
peptideos séo resultantes do processo de clivagem de proteinas, por endossomo
ou no lisossomo no processo de reciclagem celular, sendo expostos no complexo
MHCI para serem externalizados na membrana plasmatica. Caso o perfil de
proteinas esteja anormal ou com sequéncias ndo coerentes, ha o inicio da inducao
da morte celular programada, a apoptose. Este evento ocorre quando a célula T
CD8" secreta moléculas como a perforina, granzima B, TNF-a ou interage o
receptor Fas (ou CD95) com o receptor FasL da célula anormal, ativando a
maquinaria de apoptose da célula alvo (BOON et al., 2006; ZHANG et al., 2004).
No entanto, diversas células tumorais, incluindo células de melanoma, conseguem
“purlar” a vigilancia dos linfocitos T CD8" por expressarem a cadeia invariante
(CD74) do MHCII, receptor comum das células apresentadoras de antigenos. A
expressdao do CD74 em células tumorais ndo estd associada a expressdo do
MHCII, mas confere as mesmas, a capacidade de passarem sem serem

reconhecidas pelos linfécitos T CD8", que ndo sdo capazes de iniciar uma
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resposta por ndo identificarem padrdo de anormalidade quando reconhecem esta
molécula (BURTON et al., 2004).

A célula imunitaria que possui 0 maior potencial na imunovigilancia e
eliminacdo de células neoplésicas € o linfocito “Natural Killer” ou NK. Este linfocito
compreende uma classe especifica de linfocitos que ndo expressa marcadores
caracteristicos de linfécitos B como o B220" ou CD19" ou de linfécitos T como o
CD3". Estudos prévios demonstraram que células NK possuem papel de destaque
na eliminacdo de diversas células tumorais humanas ou murinas, inclusive no
modelo de melanoma metastatico pulmonar em camundongos C57BL/6 com
células B16F10 (GRUNG; ZHANG; SENTMAN, 2007). Linfocitos NK compartilham
caracteristicas com os linfocitos T CD8" em termos de indugdo da célula alvo a
apoptose, porém possuem caracteristicas diferenciais que as tornam mais
eficientes neste mecanismo. Células NK podem reconhecer a célula alvo sem a
necessidade de serem ativadas por imunizagdo prévia ou estimulagéo por contato
com células apresentadoras de antigenos como ocorre em células T para
tornarem-se eficientes em sua resposta. Possuem diversos receptores e
moléculas co-estimulatdrias capazes de testar e de detectar se a célula alvo esta
com infeccdo viral ou neoplasica. Expressam também largo repertorio de
moléculas citotoxicas a serem secretadas em direcdo a célula anormal como
perforinas, granzimas A e B e granulisina, além de receptores de superficie ndo
secretados com potencial de indugdo a morte celular como o CD95, TRAIL, dentre
outros. Um ampilo infiltrado de linfocitos NK em tumores, esta associado a um bom
prognostico da neoplasia, porém grande quantidade de NK na corrente sanguinea
guando ha avanco da neoplasia, indica ineficiéncia da capacidade anti-neoplasica
desta célula. Fatores associados a alguns tumores inativam ou inviabilizam células
NK que estejam em infiltracdo, como baixo pH, baixa concentragdo de glicose,
hipoxia, grande liberacdo de reativos de oxigénio liberados por macréfagos em
evento de inflamagéo e a grande quantidade de matriz extracelular associada com
alguns tumores que acabam por se tornarem barreiras imunoldgicas. Tais fatores
associados com a capacidade de resposta contra células imunitarias que algumas

células tumorais possuem, impedem as células NK de erradicar o tumor (SMYTH
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et al., 2002; ALBERTSSON et al., 2003). Linfocitos NKT vem sido descritos como
uma subclasse individual por apresentarem marcadores especificos de células NK
e de linfocitos T simultaneamente, além de caracteristicas celulares que diferem
esse tipo celular destas células. Estas células NKT (CD3'Dx5") apresentam auto-
reatividade contra o complexo apresentador de antigenos CD1d (MHC like) e vem
sido correlacionadas como citotoxicas contra tumores em caracteristicas similares
a células T CD8" e NK. Em modelos de metastase de células de melanoma
murino B16, observou-se importante papel das células NKT na resposta
antitumoral (BENDELAC; SAVAGE; TEYTON, 2007).

Linfocitos T CD4" s&o conhecidos usualmente como linfocitos T “helper” por
possuirem funcdes de interagcéo e ativacdo de outras células imunitarias de modo
a direcionar e fortalecer respostas imunitarias especificas como Thl, Th2 ou Th3.
A resposta Thl é a resposta mediada por linfécitos T em perspectiva celular,
sendo dirigida principalmente por linfocitos T CD8" e NK os quais s&o ativados por
IL-4 e IL-5, citocinas secretadas por linfocitos T CD4" ativados de modo a
direcionarem esta resposta. A resposta Th2 é a resposta humoral, sendo dirigida
por linfécitos B quando secretam imunoglobulinas para neutralizar patégenos em
lugares distantes do organismo. Os linfocitos B séo ativados nesta via, apés a
ativacdo por linfocitos Th2, que ativam o linfcito B por secrecao de citocinas IL-2
e IFN-y. O resultado final foi a troca de classe de imunoglobulinas produzida pelo
linfocito B e a ativacdo deste, de modo a produzi-las e secreta-las em larga escala
(JANEWAY et al., 2007). Ambas as respostas Th1/Th2, dependem da influéncia
do linfécito T CD4" para promover a ativagido e efetividade das células que
executardo a resposta. A resposta Th3, ou Treg, foi descrita recentemente como
sendo a resposta imunoregulatéria por linfocitos T CD4" diferenciados, que
apresentam marcadores especificos como o CD25 e o FOXP3, que ira reduzir ou
neutralizar a resposta imunitaria que estiver ocorrendo por outras células como
macrofagos, neutrdfilos, linfocitos T CD8" e NK. O Treg possui atividade
regulatéria por secretar a citocina IL-10, reguladora de células imunitarias. O
linfocito Th3 tem sido correlacionado como promissor em estudos de imunoterapia

em doencas auto-imune que o sistema imunitario esteja estimulado mais que o



14

necessario cronicamente. Porém este padrao de resposta também é associado
com células tumorais, em especial células de melanoma, capazes de ativa-los e
manipula-los de modo que passem a regular a atividade anti-tumoral de células
imunitarias que estejam nas proximidades tumorais (VOJDANI; ERDE, 2006;
JANDUS et al., 2008). Células dendriticas e macréfagos séo capazes de fagocitar
células anormais ou neoplasicas e iniciar apresentacdo de antigenos destas para
apresentar e ativar linfécitos Tc para respostas anti-tumorais. O infiltrado
leucocitario presente em tumores de melanoma, inclusive em tumores murino
formados por células B16F10, consiste em sua maior parte em células como
macrofagos e células dendriticas. No entanto o melanoma e outros canceres
possuem capacidade de manipulacdo destas células fagociticas em seu favor.
Células tumorais podem inativar a capacidade inflamatoria e fagocitica destas
células imunitarias por secretar fatores supressores como IL-10, IL-6 e VEGF ou
até ativar células Treg de modo a secretar fatores supressores (STOITZNER et al.,
2008).

2.4. Mecanismos de escape do melanoma contra o sistema imunitario

As células tumorais, em especial as de melanoma, possuem diversos
mecanismos de contra-ataque ou escape as respostas imunitarias além da
capacidade de se tornarem imperceptiveis. Dentre estas estratégias esta a
manipulacdo de outras células imunitarias ou ndo, para o impedimento da
resposta imunoldgica e até a inducdo a morte destas células antes de haver
resposta tumoricida.

O &cido hialurénico (o unico glicosaminoglicano que néo é sulfatado e nao
se encontra covalentemente ligado a uma proteina, portanto ndo forma um
proteoglicano), também conhecido como hialuronam, é encontrado
abundantemente na matriz extracelular e € bem reconhecido como um importante

determinante do comportamento das células tumorais. Os dados da literatura
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mostram que o aumento da sintese de hialuronam nas células cancerigenas leva
a formacdo de uma matriz fina e densa, que contribui para a mobilidade das
células tumorais e a invaséo tecidual. Ainda, foi demonstrado que os fragmentos
de acido hialurbnico sdo capazes de promover angiogénese associada ao tumor
(GOTTE; YIP, 2006). Além disto, hialuronam é produzido por células tumorais ou
por fibroblastos manipulados por mediadores secretados por células tumorais
(EDWARD et al., 2005). As moléculas de hialuronam na periferia do tecido tumoral
sdo captadas, pelo respectivo receptor CD44, na membrana de macréfagos e
monadcitos no ato da infiltragdo tumoral, o que sinaliza a inativagdo destas células
imunitarias. Dentre esta inativacdo ou disfuncdo do macréfago/monadcito pela via
HA-CD44 ha a incapacidade do mesmo produzir significantemente citocinas pro-
inflamatorias, importantes para a sinalizacdo de resposta imunitaria, como IFN-y,
TNF-a e IL-12p40, dentre outras (FRESNO et al., 2005). Células de melanoma
tém sua capacidade metastatica diretamente relacionada com sua capacidade de
produzir hialuronam, seu papel vem sido correlacionado com outros fatores além
da inibicdo imunitaria como crescimento tumoral, invasdo de célula maligna,
angiogénese e capacidade metastatica. Células B16F10 captam moléculas de
hialuronam no microambiente tumoral via CD44 presente em sua membrana e
diferentemente de macrofagos/mondcitos, tornam-se potencialmente mais
malignas e ativadas. A producdo de hialuronam por células B16F10 € resultante
da sinalizacdo por lactato liberado no tumor durante seu crescimento, resultando
em maior agressividade dessa célula quanto maior se tornar o tumor
(RUDRABHATLA; MAHAFFEY; MUMMERT, 2006).

Células de melanoma, incluindo a linhagem murina B16F10, possuem
capacidade de contra-ataque as células imunitarias que tentam reconhecé-las. Isto
ocorre devido ao fato de expressarem moléculas indutoras de apoptose como
FasL, que ao se ligarem no receptor Fas/CD95 dos linfocitos, que entram em
contato de reconhecimento com sua membrana, sdo induzidos a apoptose
(SARRABAYROUSE et al.,, 2007). Células tumorais que expressam FasL,
possuem ampla resisténcia a sofrerem apoptose por esta via (IVANOV et al.,

2003). Células de melanoma possuem capacidade de secrecdo de vesiculas
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melanociticas, contendo alta concentracdo de FasL em sua membrana externa, na
periferia tumoral. Quando células imunitarias infiltram o tumor, freqlentemente
encontram-se com estas vesiculas depositadas na regido e sado induzidas a
apoptose via Fas/FasL (ANDREOLA et al., 2007).

2.5. Pesquisas com CHIs e sistema imunitario

Atualmente a imunoterapia € investigada intensivamente como
possibilidade de terapia adjuvante. Ha diversas pesquisas envolvendo a ativacéo
do sistema imunitario do paciente portador de cancer, com a finalidade de
melhorar a resposta do organismo. Como exemplo destaca-se 0 uso de vacinas
produzidas a partir de fragmentos tumorais inativados (MOLIFE; HANCOCK,
2002). Por outro lado, recentemente tem-se discutido o uso de medicamentos
homeopéticos combinados, ou compostos homeopéaticos imunomoduladores
(CHIs), que sao medicamentos que compreendem uma combinacdo de varias
matrizes diferentes. No entanto, pesquisas laboratoriais relacionando CHIs com
imunoterapia sao ainda escassas, na maioria das vezes restringem-se a estudos
clinicos, com metodologias variadas, em muitos casos, controversas e com
resultados duvidosos.

A homeopatia € um sistema terapéutico criado pelo médio alemdo Samuel
Christian Hahnemann (1755-1843) no final do século 18. O termo homeopatia €
originado de Pathos, vocabulo grego que corresponde a sofrimento, e Homoios
gue significa semelhante (RUIZ, 1999). Utiliza uma série de substancias derivadas
de plantas, animais, minerais, substancias quimicas sintéticas ou drogas
convencionais, todas em quantidades minimas, usando um processo de
preparacdo especial (JONAS; JACOBS, 1996) com repetidas diluicbes e
sucussOes (agitacdo vigorosa) (JONAS; KAPTCHUK; LINDE, 2003). O poder
curativo, segundo Hahnemann, se manifestaria com a menor dose possivel do

medicamento dinamizado, de modo que a dose contivesse, quase que
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exclusivamente, s6 a forca medicamentosa pura, livremente desenvolvida, do tipo
nao material, produzindo apenas dinamicamente efeitos tdo poderosos que nunca
seriam obtidos com a substancia medicamentosa pura, mesmo que ingerida em
grandes quantidades (RUIZ, 1999).

No Brasil a homeopatia deixou de ser considerada terapia alternativa
guando foi reconhecida como especialidade médica pela portaria n°1000 de 1980
pelo Conselho Federal de Medicina (NOGUEIRA et al., 1986). Na Europa, por
exemplo, a homeopatia € a terapia médica complementar mais comum (MILLAZO
et al., 2006). A Figura 2 ilustra os paises que fazem uso da homeopatia no mundo.

! Paises em que a homeopatia é estabelecida

Paises em que a homeopatia é presente porém
néo utilizada em larga escala

Paises em que a homeopatia € quase ausente

Figura 2 — Uso da homeopatia no panorama mundial (Fonte: http://www.boiron.com/en,
acessado em 22/07/2008).

Desde 1998 o Laboratério de Pesquisa em Células Inflamatérias e
Neopladsicas da UFPR vem encontrando resultados relevantes pesquisando
medicamentos  complexos homeopaticos (CHIs) que atuam como
imunomoduladores. A manipulacdo destes complexos é baseada nas técnicas
homeopaticas de Hahnemann, a qual usa substancias altamente diluidas e
dinamizadas durante a preparacdo. Observacdes clinicas confirmam o sucesso do
tratamento complementar com esta categoria de medicamentos, que permite que
0 préprio sistema imunoldgico do paciente responda positivamente a diversas
condicdes patoldgicas. Muitos pacientes e médicos relatam resultados similares,
tais como o aumento de apetite, reducdo de dores e retorno as atividades diarias
(BELLAVITE et al., 2006).
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Os CHIs sao produtos naturais que representam uma nova forma de
terapia imunomoduladora. S&o aquosos, inodoros e incolores. Atualmente nosso
grupo de pesquisa trabalha com cinco diferentes CHIs. Estudos prévios
demonstraram que estes complexos ativam macrofagos tanto in vivo como in vitro.
Dentre estes estudos, destacam-se 0s seguintes resultados com um dos CHI: a) a
producdo do fator de necrose tumoral (TNF-a) por macréfagos in vitro foi
significativamente diminuida (PIEMONTE; BUCHI, 2002); b) a atividade enzimética
da NADPH oxidase foi aumentada assim como a da enzima 6xido nitrico sintase
induzivel (iINOS), resultando na producdo de espécies reativas de oxigénio
(OLIVEIRA et al., 2006); c) a atividade do sistema endosomal/lisosomal assim
como a atividade fagocitica dos macrofagos em interacdo com Saccharomyces
cerevisiae e Trypanosoma cruzi epimastigotas foi aumentada (LOPES et al.,
2006); d) os efeitos modulatérios também foram observados tanto in vivo como in
vitro na infeccdo experimental por Leishmania amazonensis e Paracoccidioides
braziliensis, controlando a progressao e disseminagdo da infec¢cdo (PEREIRA et
al., 2005; TAKAHACHI et al., 2006). Além destas propriedades, os CHls testados
nas concentracbes das matrizes em sua composicdo nao se demonstraram
toxicos e nem mutagénicos em ensaios citogenéticos (SELIGMANN et al., 2003).

A resposta imunitéria proveniente do tratamento em questdo também foi
demonstrada em estudos com Sarcoma 180, que mostrou uma remissao de 30%
dos tumores. Nas massas tumorais que permaneceram, houve significante
reducdo do volume tumoral, assim como significante infiltracdo leucocitaria,
granulacdo tecidual e fibrose circundante ao tumor. No grupo tratado, todos o0s
animais sobreviveram. Ainda, o tratamento aumentou o numero total de leucdcitos,
especialmente os linfocitos T, onde houve aumento proporcional de células Th, B
e NK (SATO et al., 2005), sugerindo uma acéo direta ou indireta na hematopoiese.
Consequentemente, estudos in vitro e in vivo com células de medula 6ssea foram
realizados utilizando técnicas microscopicas, bem como a citometria de fluxo, os
quais revelaram que a linhagem monocitica (CD11b") e as células estromais foram
ativadas pelo tratamento (ABUD et al., 2006; CESAR et al., 2008).
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A andlise da expressdo génica de macrofagos tratados demonstrou
alteracbes na expressao de diversos genes relacionados a imunidade, dentre
estes o aumento da expressdo do MHCIl e das células CD1ic" (células
dendriticas — apresentadoras de antigenos), bem como da citoprotecdo
(OLIVEIRA et al., 2008). Com o aumento de diversas moléculas que conferem a
citoprotecdo, existe a perspectiva de melhor tolerancia e até possibilidade de
aumento da dose dos medicamentos convencionais, levando a uma maior
aderéncia ao tratamento. O tratamento homeopético é também utilizado como
forma de medicina complementar a tratamentos convencionais na oncologia.
Neste caso, objetiva-se principalmente a minimizagdo dos diversos efeitos
colaterais provenientes da quimioterapia. Resultados promissores com relatos
positivos de melhora da qualidade de vida dos pacientes vem sido relatados
(LAENGLER et al., 2008).

Assim, fazem-se necessarios novos estudos que envolvam a agcdo dos
CHls sobre células tumorais, em especial em melanoma, buscando contribuir para
um maior conhecimento sobre o0s mecanismos de acdo desse tipo de
medicamento na atividade imunitaria antitumoral, além de propor uma

possibilidade terapéutica complementar no tratamento de neoplasias.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.

Plano de trabalho

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

Os CHls que alteram a resposta imunologica, baseado na capacidade
de influéncia das concentracbes de células imunitarias, foram
selecionados por: estudo in vivo com camundongos suicos albinos,
visando a andlise da concentracdo de células CD3*, CD4", CD§8",
CD11b*, CD19%, CD45", Dx5" (pan-NK), por citometria de fluxo,

obtidas de linfonodos murino, apos tratamento in vivo;

Os CHls selecionados foram avaliados in vitro sob: o potencial de
ativacdo fagocitaria de macréfagos peritoneais de camundongos
C57BL/6 por ensaio de fagocitose de beads-FITC opsonizados por
soro fetal bovino, analisados por citometria de fluxo e microscopia
confocal e avaliacdo em modelos com linhagens reporteres para a
atividade do IFN do tipo | e Il (MxRage) e pNF-kB (HT29 GFP

transfectada para p-NF-kB).

As alteracdes celulares ocasionadas pelos CHIs utilizados nas células
de melanoma murino B16F10 em cultura, foram avaliadas com as

seguintes estratégias:

3.1.3.1. Estudo da viabilidade celular pela incubacdo com marcador

fluorescente intercalante no DNA (7-AAD) e anélise em citometria

de fluxo.

3.1.3.2. Andlise do comportamento proliferativo das células tratadas ou

ndo com CHlIs, pela observacdo das diferentes fases do ciclo



3.1.3.3.

3.1.3.4.
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celular, apés incubacdo com o marcador iodeto de propideo (ao

DNA total) e analise em citometria de fluxo.

Expressao das biomoléculas: CD74 e E-Caderina.

Avaliacdo da capacidade invasiva das células tumorais,
submetidas a adesdo previa em “coat’” de Matrigel em placas
Transwell e atraidas quimiotaticamente pela cobertura inferior de

fibronectina.

3.1.4. Os estudos do efeito do tratamento de CHIs em modelo de metastase

pulmonar de células B16F10, em camundongos C57BL/6, foram

realizados com as seguintes abordagens:

3.1.4.1. Avaliacao dos leucocitos do sangue periférico coletado, avaliando

3.1.4.2.

3.1.4.3.

3.1.4.4.

a contagem diferencial de neutrofilos, linfécitos, mondocitos,

basdfilos e eosindfilos, por esfregagco sanguineo.

Imunofenotipagem de linfécitos (CD4", CD8", CD19", PanNK") em

leitura por citometria de fluxo.

Por avaliacédo da histopatologia de diferentes tecidos, como baco e
pulmé&o, por técnicas de coloracdo padrdo (Hematoxilina/Eosina e
acido periodico de Shiff) e analise em microscopia Optica
convencional, buscou-se evidenciar a presenga ou auséncia de

ndédulos metastaticos e infiltrado leucocitario.

Por marcacdo histoquimica e imunomarcacdo de cortes
histologicos de pulméo, e observacdo em microscopia oOptica,
buscou-se evidenciar a presenca ou auséncia de infiltrado

leucocitario e expressao de perlecam em noédulos metastaticos.
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3.2. Complexos homeopéticos imunomoduladores

Os complexos homeopaticos representam nova forma de imunoterapia e

segue as técnicas homeopaticas de Hahnemann. Tinturas-mae sdo adquiridas a
partir de agéncias autorizadas e indicadas pelo Ministério de Saude que
asseguram a qualidade (livre de endotoxinas) e a composicao fisico-quimica dos
produtos. A partir destas tinturas-méaes originais e padronizadas, séo realizadas
diversas diluicbes decimais de Hahnemann (dH) em agua destilada. Assim, o0s
CHIs constituindo compostos altamente diluidos. Em nossos experimentos,
combinacbes de CHIs e o veiculo dos mesmos (controle) foram manipulados e
codificados por Narciso da Lozzo Neto (CRF-PR 5604, Homeoterapica
(http://www.homeoterapica.com.br/). Estes medicamentos, assim como o veiculo
dos mesmos, foram codificados aleatoriamente em ndmeros. Assim, ao
recebermos os CHIs ndo tivemos idéia de quais sdo e, muito menos, qual destes e
o controle. De qualquer forma, os compostos em questdo foram re-codificados
aleatoriamente pelo Prof. Edvaldo Trindade, o qual esteve presente na parte
experimental de tratamento e levantamento de dados. Desta forma, esperou-se
efetuar um estudo duplo cego randomizado no qual os cdédigos determinados
foram revelados no final do estudo. Para ensaios in vitro os medicamentos foram
esterilizados por filtracdo em membranas estéreis 0,22 uym (Millipore). Todos o0s
CHiIs foram mantidos em local escuro a temperatura ambiente e vigorosamente
sucussionados antes de cada tratamento experimental. Os seguintes complexos,
cujo cédigo duplo cego s6 foi revelado no final do projeto, foram utilizados neste
estudo:

» Calcarea carbonica e associacoes;

e Cinnamomum verum e associacoes;

* Chelidonium majus e associacoes;

* Curcuma longa e associacoes;

» Echinacea purpurea e associagoes;

* Solucéo hidroalcdlica (veiculo de diluicdo dos complexos acima).
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3.3. Animais

Todas as recomendacdes da Lei Nacional (No. 6.638, 5 de Novembro de
1979) para procedimentos cientificos com animais foram seguidas e as préticas
foram previamente aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa Animais da
UFPR (Cépia do certificado anexada). Os linfocitos utilizados nos ensaios
experimentais de imunofenotipagem de resposta Th1/Th2 da triagem prévia dos
medicamentos imunomoduladores foram retirados de camundongos suicos
albinos de 2-3 meses de idade do Biotério da UFPR. Para ensaios com o modelo
de melanoma foram utilizados camundongos da cepa C57BL/6. Antes da extracéo
das ceélulas/tecidos, os animais foram anestesiados com administracdo
intraperitoneal de 100 pl de tiopental sodico diluido conforme instrucdo do
fabricante (Tiopentax — Cristalia®). Ao ser detectado inconsciéncia, os animais
foram eutanasiados por deslocamento cervical ou por guilhotina no caso dos

camundongos C57BL/6 para a extracdo de maior volume do sangue periférico.

3.4. Triagem in vivo em camundongos sui¢os albinos

Camundongos suicos albinos de 2-3 meses de idade, foram tratados por
sete dias, com os devidos medicamentos acima, sendo que estes foram a Unica
fonte de bebida dos animais. Os animais foram pesados antes e apdés o
tratamento, assim como o volume de medicamento ingerido pelos animais
diariamente. Controles foram incorporados em grupos de animais durante o
tratamento e consistirdo em: a) Grupo Solugcdo Hidroalcdlica (diluente
convencional dos medicamentos) e b) Grupo Controle (apenas agua normal/Ouro
Fino sendo ministrada). No oitavo dia, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical e os linfonodos mesentéricos foram extraidos para

analises. O tecido linfoide foi dissociado em PBS utilizando dissociadores teciduais
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Medicons (BD) e a suspensao resultante foi filtrada em Filcons 100 um (BD) para
a remocao de fragmentos teciduais. A suspensdo celular foi lavada por
centrifugacdo com PBS, por trés vezes a 1200 rpm por 5 minutos cada, sendo
posteriormente as células contadas com contador automatizado de células
(CELM).

3.5. Estudo in vitro sobre a atividade do IFN do tipo | e I, pNF-kB e fagocitose

Células MxRage: Células fibroblasticas embrionarias  murinas
transformadas, para indicarem a expressao de interferon do tipo | e Il por eGFP,
através do sistema CRE-recombinase dirigida para o promotor Mx1 que promove
expressdo conjunta de GFP com IFN do tipo | e Il (BOLLATI-FOGOLIN, MULLER,
2006). As células foram mantidas em meio DMEM suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB), em atmosfera imida a 35° C contendo 5% CO..

Células HT29: Células de adenocarcinoma colo-retal humano transfectadas
com o plasmideo pNF-kB-hrGFP do PathDetect Signal Transduction Pathway cis-
Reporting System Kit (Stratagene) foram utilizadas. As células foram mantidas em
meio DMEM suplementado com 10% de SFB, em atmosfera imida a 37° C
contendo 5% CO..

Durante os experimentos ambas as células MxRage como HT29 foram
plagueadas em placas 96 pocos (5x10°/ml) e mantidas por 24 h para a entrada na
fase log. O meio de cultura foi descartado e substituido por novo e entdo as
células foram tratadas durante 24 h com dose inicial de 20% dos CHIs. No final do
tratamento, as células foram soltas da placa pelo tratamento enzimatico (tripsina),
lavadas com DMEM contendo 10% de SFB, e ressuspendidas com PBS na
presenca de 1% de SFB. As células foram aliquotadas em tubos que foram
divididos em andlises de viabilidade, e expressdo de GFP. Foram adquiridos
20.000 eventos por amostras em citdmetro de fluxo CyAn (DakoCytomation),

através do software Summit 4.3. (DakoCytomation).
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3.6. Estudo in vitro com células de melanoma murino B16F10

Células de melanoma murino: Células da linhagem B16F10 foram
gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Silvio Marques Zanata do Departamento de
Patologia Basica, para serem utilizadas nos ensaios. As células foram mantidas
em meio DMEM suplementado com 10% de SFB, contendo penicilina 1 U/ml,
estreptomicina 1 pg/ml, e anfotericina 2,5 pg/l, em atmosfera umida a 37° C
contendo 5% CO,.

3.7. Andlises por citometria de fluxo de células B16F10 tratadas in vitro

Células B16F10 foram plaqueadas (5x10%/ml) e mantidas por 48 h para a
entrada na fase log. O meio de cultura foi descartado e substituido por novo e
entdo as células foram tratadas durante 48 h com dose inicial de 20% dos
medicamentos selecionados em 3.4. e posterior dose reforgo de 1% em intervalos
de 24 h. No final do tratamento, as células foram soltas da placa pelo tratamento
enzimatico (tripsina), lavadas com DMEM contendo 10% de SFB, e
ressuspendidas com PBS na presenca de 1% de SFB. As células foram
aliquotadas em tubos de analise que foram divididos em analises de viabilidade,
proliferacdo e marcacdo para averiguagao de expressdo de determinados
marcadores. Foi adquirido 20.000 eventos por amostras em citdmetro de fluxo
FACSCalibur, através do software CellQuest (BD).

3.8. Viabilidade celular por marcagédo com 7-AAD

Para o ensaio de viabilidade, em células B16F10, MxRage e HT29, foi

adicionado o marcador 7-AAD (BD Pharmingen) na concentracdo final de 0,25
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png/ml na solucéo celular com incubacéo de 5 minutos prévia a analise. As células
positivas para o marcador, que € um intercalante de DNA e penetra apenas em

células com ruptura de membrana, foram quantificadas como inviaveis.

3.9. Expresséo de biomoléculas relacionadas com malignicidade

A expressdo de CD74 intra e extracelular e E-Caderina em células B16F10
foram detectadas por marcacdo com o respectivo anticorpo/anticorpo secundario
conjugado com PE conforme diluicho e tempo de incubacdo sugerido pelo
fabricante. O protocolo de incubag&o com o anticorpo varia conforme o fabricante,
usualmente consiste na diluicio do mesmo em PBS contendo 1% de SFB e
incubacado por 1h. Antes da incubacdo do anticorpo secundario, que € da mesma
maneira, ha etapas de lavagens com PBS da solucdo de células previamente
marcadas com o primario. O CD74 enddgeno e a E-Caderina, pelo fato de serem
marcadores intracelulares, foram analisados ap0s permeabilizacdo celular em

solucdo de saponina 0,01% em PBS por 10 minutos.

3.10. Andlise de ciclo celular

Para deteccéo e quantificacao das respectivas fases do ciclo celular (Go1, S
e G,) para analise de potencial de proliferacdo, as células foram processadas
conforme descrito por Dua e Gude, 2006 com modificagcdes. As solu¢des contendo
10° células por amostra foram lavadas 2 vezes em PBS e entdo ressuspendidas
em alcool etilico 70% e mantidas em - 20°C por ao menos 20 h. As amostras
foram lavadas com PBS e incubadas com solucdo de RNAse a 5mg/ml e iodeto de

propidio a 50ug/ml por 1 h.



27

3.11. Deteccéao de capacidade invasiva sobre matrigel

A capacidade invasiva das células B16F10 apds tratamento in vitro, como
descritos no item 3.7., com os medicamentos utilizados nos ensaios in vivo foi
avaliado sobre a capacidade das células de transporem uma barreira de matrigel
em placas Transwell de poros de 8 um. O ensaio foi realizado conforme descrito
por Zhao et al., 2001. Membranas de policarbonato com poros de 8 um de placas
de co-cultura 24-wells (Corning-Costar, Cambridge, MA) foram pré-revestidas com
5 pg de fibronectina em um volume de 10 pl no lado inferior para indugédo de
guimiotaxia celular para esta regido e secadas a temperatura ambiente. Matrigel
(BD) foi diluido a 500 pg/ml com PBS gelado e aplicado na superficie superior da
membrana a 5 pg e secada a temperatura ambiente. Células B16F10 tratadas
foram tripsinizadas na fase log para sua desaderéncia, lavadas com DMEM
contendo 10% de SFB, e ressuspendidas com DMEM contendo 0,1% BSA.
Suspensdes celulares foram adicionadas nos compartimentos superiores em 100
ul a uma concentracdo de 2 x 10° células/ml. As camaras foram incubadas por 8 h
em atmosfera imida a 37°C contendo 5% CO,. Ap0s este periodo, os filtros foram
processados para microscopia eletronica de varredura (MEV). Apés o cultivo, as
membranas com as células foram lavadas 2x com tampéo cacodilato de sédio 0,1
M, pH 7,2 e a 37°C. Posteriormente Apos o tempo de cultivo, as células foram
fixadas com glutaraldeido 2,5% (0,1 M tampé&o cacodilato, pH 7,2), lavadas e pés-
fixadas com OsO4 1% por 30 minutos em temperatura ambiente e no escuro. Apos
lavagem com tampéo cacodilato 0,1 M, as células foram desidratadas utilizando
concentragbes crescentes de etanol, desidratadas por ponto critico de CO,,
metalizadas com ouro e analisadas no microscopio eletrénico de varredura JEOL
JSM - 6360 LV SEM no Centro de Microscopia da UFPR ou no Laboratério
Central de Microscopia Eletronica da UFSC. As eletromicrografias foram
analisadas pelo software ImageJ (NIH) na qual foi selecionado e quantificado a

area em pixels dos poros 8 um da membrana do transwell. Quanto mais
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degradacao do matrigel sobre a membrana, maior a exposi¢cido dos pogos e maior

a area negra exposta e detectada pela ferramenta “threshold” do software.

3.12. Estudo em camundongos C57BL/6

Camundongos C57BL/6 de 2-3 meses de idade, provenientes do Biotério
do Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR ou da Unidad de Animales Transgénicos
y de Experimentacion do Instituto Pasteur de Montevidéu (IPMon) foram
utilizados. Para os ensaios in vitro, macréfagos peritoneais destinados a
experimentos de fagocitose foram adquiridos por lavagem peritoneal com PBS a
4°C ap0s a eutanasia dos animais por deslocamento cervical. A solucéo celular foi
plagueada em placas de 24 pocos para andlise por citometria de fluxo e em placas
LabTeK Il 8 pocos (Nunc, Thermo Fisher Scientific) para analise em por
microscopia confocal. A solucdo de células do lavado peritoneal foi mantida a
37°C por 15 minutos para a selecdo por aderéncia de macrofagos, com posterior
remocdo do sobrenadante com células ndo aderidas e deposicdo de DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com contendo penicilina 1
U/ml, estreptomicina 1 pg/ml, e anfotericina 2,5 pg/l e 10% SFB (BUCHI, de
SOUZA, et al. 1993).

Para os ensaios in vivo de melanoma metastatico pulmonar, os
camundongos desenvolveram a patologia experimental apos injecdo intra-venosa
de 5x10° células de melanoma murino B16F10 em DMEM sem soro (grupo
B16F10) na veia caudal dos animais. ApOs 24 horas da inoculacéo, foram tratados
por 15 dias com os medicamentos previamente selecionados como os candidatos
imunomoduladores mais significativos dentre a triagem in vivo nos camundongos
albinos suicos. O tratamento consistiu na administracdo inalante dos
medicamentos a cada 12 horas durante 10 min. em camara inalante modificada,

acoplada a inalador convencional Inalar (NS) adaptada conforme descrito por
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McConville et al., 2005 para tratamento inalante de pequenos roedores em

ensaios in vivo (Figura 3).

Figura 3: Camara inalante adaptada conforme McConville et al., 2005 a um inalador
convencional para o tratamento por via respiratoria de modo que a biodisponibilidade dos
medicamentos esteja destinado principalmente ao local da patologia, o pulméo. Os
tratamentos foram realizados na camara em grupos de até 5 animais por vez, durante 10
min a cada 12 h por 15 dias. Cada grupo possuiu camara e acessorios exclusivos para
cada tratamento.

Ap6s a inducdo & inconsciéncia por injecdo de 100 ul intraperitoneal de
tiopental sédico (Thiopentax, Cristalia), os animais foram pesados e fotografados
para deteccao de alteracdo de massa corporea. A seguir, 0s animais foram orto-
eutanaziados e dissecados cirurgicamente de modo a obter-se os pulmdes apoés a
decapitacdo para coleta previa do sangue periférico total em tubo com EDTA
dissddico (BD Vacutainer). Os pulmbes foram analisados sobre
estereomicroscopio € 0s nodulos metastaticos (negros devido a producdo de
melanina das células de melanoma) foram quantificados macroscopicamente. Os
pulmdes e baco foram submetidos a processamento histolégico com fixacdo com
paraformaldeido a 4% em PBS pH 7,2 durante 1 hora, seguida da desidratacdo
progressiva em etanol, xilol e ao final, inclusdo em parafina. Do sangue coletado,
foram retiradas aliquotas para imunofenotipagem de células imunitarias periféricas
por citometria de fluxo e contagem diferencial por esfregago sanguineo, conforme

descrito a seguir.
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3.13. Fagocitose de beads por macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6
tratados in vitro

A atividade fagocitica de macréfagos peritoneais dos camundongos
C57BL/6 foi acessada por cultivo por 48 h dos macréfagos a 10° células/ml em
placas 24 pocos para andlise por citometria de fluxo e em placas LabTeK Il 8
pocos (Nunc, Thermo Fisher Scientific) sob tratamento inicial de 20% dos
medicamentos com dose reforgco de 1% apos 24 h. Para o cultivo celular, os
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e as células foram
retiradas da cavidade peritoneal por lavagem com PBS pH 7,4 a 4°C. As células
foram plaqueadas e incubadas a 37°C em estufa de CO,. Apdés 15 minutos de
incubacao, as células ndo aderentes foram removidas por lavagem com PBS pH
7,4 a 37°C e as aderentes foram cultivadas em DMEM, suplementado com 10%
de soro bovino fetal, contendo penicilina 1 U/ml, estreptomicina 1 ug/ml, e
anfotericina 2,5 pg/l, em atmosfera umida a 37°C contendo 5% CO..

Apés as 48 h de tratamento, o sobrenadante foi removido, as células
foram lavadas com DMEM a 37°C 2x, e ent&do incubadas com solu¢gdo de DMEM
com beads aldeido-sulfatados conjugados com FITC e opsonizados com SFB
(Molecular Probes, Invitrogen). Os beads foram sonificados 1x e diluidos 1:1000
em solucdo de DMEM, foram entdo incubados com os macréfagos na proporcéo
10° células / 200 pl de solucdo de beads durante 40 minutos. As células foram
lavadas com PBS a 37°C 2x e desaderidas com fluxo de PBS a 4°C. Aliquotas das
células desaderidas foram incubadas com o anticorpo anti-F4/80-PE para a
guantificacdo da propor¢cdo de macréfagos e regionalizacdo dos mesmos em
Gates de FSC e SSC para a correta mensuracao da fagocitose dos mesmos. 5000
células foram adquiridas e analisadas pelo software Summit 4.3 no citbmetro de
fluxo de alta performance CyAn (DakoCytomation).

Para a analise de fagocitose por microscopia confocal, as células nas

placas LabTeK Il foram fixadas com paraformaldeido 2% em PBS por 30 min.,
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lavadas, incubadas com solucao de Glicina 0,1M em PBS por 2 min. para bloqueio
de radicais aldeidos provenientes da fixacédo, incubadas com solucdo de saponina
0,01% e TO-PRO 3 diluido a 1:500 (Molecular Probes, Invitrogen) em solucéo de
PBS por 15 minutos para a marcacao nuclear. Apés a incubagdo com solugéo de
TO-PRO 3, as células foram lavadas 2x com PBS e as laminas foram
confeccionadas com solucao de glicerol / PBS a 1:1 e analisadas em microscopio
confocal LEICA TCS SP5. As imagens foram adquiridas no software LAS AF Lite
1.8.2. O diagrama esquematico a seguir mostra a estratégia experimental utilizada

na analise de fagocitose.
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Figura 4: Diagrama esquematico representando a estratégia utilizada para o ensaio de
fagocitose de Beads-FITC in vitro por macréfagos peritoneais extraidos de camundongos
C57BL/6 eutanasiados. Na microscopia confocal a fagocitose foi analisada pela
sobreposicdo das imagens adquiridas do campo claro, fluorescéncia vermelha (TO-PRO 3
— marcacao nuclear dos macréfagos) e fluorescéncia verde (FITC). Na citometria de fluxo,
a partir da marcagédo do anticorpo-F4/80, o “gate” dos macrofagos foi conFigurado nos
parametros SSC e FSC e deste foi gerado histogramas representando valores de células
gue fagocitaram poucos beads (R8), muitos (R4) ou nenhum, sendo este os valores afora
de R7.
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3.14. Imunofenotipagem de células obtidas de linfonodo mesentérico apos

tratamento in vivo

Para conhecer os subtipos da populagdo de células imunitarias, presentes
nos linfonodos dos camundongos tratados e analisar a capacidade de alteracdes
das concentragbes dos subtipos, foram realizadas imunofenotipagens por
citometria de fluxo dos animais tratados ou ndo com CHIs (controle). Os
camundongos foram eunatanaziados no oitavo dia de tratamento e as células
obtidas de seus linfonodos, como descrito anteriormente, foram incubadas (10%/ml)
com os anticorpos descritos na tabela 1 na concentragcdo recomendada pelo
fabricante, por 30 minutos, lavadas 3x por centrifugagdo a 2000 rpm por 3 min e
ressuspensdo em PBS. A seguir, as ceélulas marcadas foram analisadas em
citometro de fluxo FACSCalibur conforme plataforma grafica ilustrada na Figura 4.

Ainda, puderam ser avaliadas quanto a morfologia (FSC) e quanto a
complexidade celular (SSC). Em ambos os casos, foi adquirido 20.000 eventos por
amostra, os quais foram avaliados no software CellQuest (BD). As médias de cada
subpopulacdo de células e a correspondente significancia estatistica (ANOVA

unifatorial e teste Tuckey) foram tabuladas e analisadas para cada medicamento.
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Tabela 1: Anticorpos utilizados na imunofenotipagem por citometria de fluxo

Anticorpo

Marcacgao

Combinacéo

Isotype IGG-PE

Marcacao ndo especifica

Isotype IGG-FITC

Isotype IGG-FITC

Marcacédo néo especifica

Isotype IGG-PE

Anti CD4-PE, CD8-PE, CD19-

Anti CD3-FITC Linfécitos T
PE, PanNK(Dx5)-PE
Anti CD4-PE Linfocitos T (Resp. TH2) Anti CD3-FITC
Anti CD8-PE Linfocitos T (Resp. TH1) Anti CD3-FITC
Anti CD19-PE Linfocitos B (Resp. TH2) Anti CD3-FITC
Anti PanNK(Dx5)-PE| Linfocitos NK (Resp. TH1) Anti CD3-FITC

Anti CD11b-PE

Células dentriticas,

macrofagos

Anti CD45-FITC

Leucdcitos gerais

Anti CD16/32

Fc block

Marcacéo prévia a todos 0s

anticorpos anteriores

Anti F4/80-PE

Macréfagos

Marcacao prévia ao ensaio de

fagocitose por citometria

Os anticorpos acima foram utilizados na imunofenotipagem de células de linfonodo ou de
sangue periférico por citometria de fluxo. Todos os anticorpos abaixo foram adquiridos da
BD Pharmingen. Os controles isotipicos (“Isotype control”) foram utilizados para detectar
marcacgfes inespecificas dos anticorpos as células. O Fc block (Anti CD16/32) foi
marcado em todas as amostras antes da marcacao dos demais anticorpos para minimizar
a possibilidade de marcacao inespecifica de IGG em receptores Fc de células dentriticas /
macréfagos. As combinacdes de anticorpos anti CD4, CD8, CD19, PanNK(Dx5) foram
realizadas em conjunto ao anti CD3 para maior precisdo de deteccéo, onde células CD4"
e CD8" sdo CD3" enquanto células CD19" e PanNK(Dx5)" sdo CD3". O anticorpo anti
F4/80 foi utilizado para posicionar e delimitar o gate especifico & subpopulacao celular dos
macrofagos no ensaio de fagocitose.
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3.15. Imunofenotipagem e contagem diferencial de células de sangue periférico
apos tratamento in vivo com camundongos C57BL/6 tratados apods inoculacéo de

células tumorais na veia caudal

Para conhecer os subtipos da populacdo de células imunitarias presentes
no sangue periférico de camundongos, portadores de melanoma metastatico
pulmonar a partir de indugcdo por injecdo de células B16F10 por via caudal e
analisar alteracfes dentre os subtipos para averiguagdo de tendéncia de padréo
de resposta imunologica baseado nas concentracfes de subtipos celulares, foi
realizado imunofenotipagem dos grupos por citometria de fluxo. A combinagéo de
anticorpos de deteccao celular e a estratégia de “gates” foram realizadas conforme
0 mesmo procedimento descrito anteriormente. As células de sangue periférico
colhido no décimo quinto dia apds o tratamento nos camundongos C57BL/6 foram
analisadas com os mesmos anticorpos descritos na tabela 1. Porém, o nimero de
leucaocitos foi determinado em contador automatizado CELM e as hemacias foram
lisadas por incubacdo com BD PharmLise apds a incubacdo com os anticorpos.
Para contagem de polimorfonucleares e mondcitos foi realizado esfregaco
sanguineo e coloracdo de May-Grund-Giemsa (Kit. Instant Prov, NewProv), para
posterior contagem diferencial de neutrofilos, mondcitos, eosindéfilos e baséfilos em

microscopio optico.

3.16. Histoquimica e Imunohistoquimica

Os orgéaos dissecados (pulmé&o e baco) foram processados para histologia
conforme descrito anteriormente. Foram obtidos cortes de 5 pm por microtomia,
utilizados em analise histopatoldgica por coloracédo de hematoxilina / eosina (HE).

Para deteccdo de marcadores relacionados com malignicidade em nédulos

metastaticos e de infiltrados de células imunitarias, foi realizada a técnica de
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imunoperoxidase para a identificacdo da marcacdo dos anticorpos, conforme
descritos na tabela 2. A partir da reacéo da peroxidase associada a estreptavidina,
gue reconhece biotina associada ao anticorpo secundaria biotinilados e precipitara
0 substrato DAB ou o TMB ap0s reagdo com o perdxido de hidrogénio nos cortes
histologicos. Os cortes histologicos foram obtidos em ultramicrétomo LEICA
RM2145 sob espessura de 5 um e depositados em laminas previamente cobertas
de TissueTack (EMS), para a aderéncia do corte. Os cortes foram desparifinizados
e hidratados por 3 imersdes em xilol P.A. por 5 min cada, 3 imersdées em alcool
etilico P.A. por 5 min cada, 1 imersdo em alcool etilico 95% por 2 min e 1 imerséo
em PBS ph-7.2 por 5 min. Em seguida as laminas foram incubadas em solucdo de
metanol com peroxido de hidrogénio a 3% por 40 minutos para bloqueio de
peroxidases enddgenas. Apos lavagem com PBS, as laminas foram: incubadas
com glicina 0,1M em PBS por 2 minutos para bloquear sitios aldeidicos
provenientes da fixacdo; lavadas com PBS; incubadas com solugdo de BSA 1%
em PBS por 30 min para bloqueio dos sitios inespecificos. Em seguida as laminas
foram incubadas inicialmente com o0s anticorpos primarios seguidos pelos
secundarios/HSP ou com streptavidina/HSP por 2 h a temperatura ambiente. Os
anticorpos, citados na tabela 2, foram diluidos conforme instrucdo do fabricante
em PBS com BSA a 1%. A reacéo foi feita por incubagdo com BD DAB Substract
Kit ou com BD TMB Substract Kit por 20 minutos sob protecao da luz. A reacao foi
interrompida apds o termino da incubacdo por lavagem com &gua destilada e as
laminas foram contra-coradas com Giemsa por 5 min. As laminas foram lavadas 3
vezes com agua destilada, desidratadas por alcool etilico (95 a 100 GL) e xilol 3x
por 5 min cada. A seguir as laminas foram montadas com entellan (EMS) e

laminulas.
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Tabela 2: Anticorpos utilizados na técnica de
imunohistoquimica/histoquimica

Anticorpo ou marcador Marcacao Combinacéo
BD mouse Isotype IGG Marcacao nao especifica IGG/HSP
Affinity Bior. mouse Anti-| Perlecam (proteoglicano de
IGG/HSP
Perlecam HS)
) Marcacao secundaria de
BD rat Anti-mouse/HSP Reacdo com DAB

anticorpos

Os anticorpos foram utilizados na imunohistoquimica/histoquimica dos tecidos
processados para microscopia optica. O controle isotipico (Isotype control - BD mouse
Isotype IGG) foi utilizado para detectar marcacdes inespecificas dos anticorpos as células.
A combinacédo dos anticorpos primarios foi feita com o anticorpo primario proveniente de
“mouse”, seguido pelo anticorpo secundario correspondente, proveniente de “rat” e
conjugado com HSP.

3.17. Andlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados ao menos trés vezes e em
triplicata para serem submetidos a analise de variancia (ANOVA) fator Gnico e
pos-teste de Tukey para determinar significancia a *P < 0.05 e *P < 0.01. A

analise estatistica foi realizada apos a transformacdo dos dados pela equacdo T =

Vx+0.5 para conferir a distribuigdo normal dos dados.

3.18. Revelacao do codigo duplo cego de M1 e M8

M1 = Chelidonium majus e associacOes; M8 = Calcarea carbonica e

associacgoes.
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4. CAPITULO 1: ESTUDOS IN VITRO E IN VIVO DOS CHlis

4.1. RESULTADOS
4.1.1. Triagem in vivo dos CHIs em camundongos suicos albinos

Inicialmente os diversos CHIs a serem estudados foram previamente
testados em camundongos suicos albinos, com o proposito de averiguar o
potencial de influéncia nas propor¢des de células imunitarias. Para tanto, foram
utilizados anticorpos especificos, com posterior analise do pefil de marcacao,
obtidos em citometria de fluxo. Os resultados estdo expressos na Figura 6, onde
observa-se que apds o tratamento in vivo observa-se diversas alteracdes nas
concentragdes celulares de: CD3'CD4" (Th), CD3'CD8" (Tc), CD3'CD19" (B),
CD3Dx5" (NK) e CD11b" (Mondcitos).

Linfocitos B Linfocitos Th Linfocitos Tc

%k kK

4

tometria
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SN o o0 PRI AR R PRI A RN
ct I T
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a0 por ci

Media da quantifica

Figura 6: Avaliacdo dos diferentes CHIs sobre o potencial de influéncia sob as
propor¢Bes de células imunitarias (tendéncias de respostas Th1l/Th2). Camundongos
suicos albinos foram tratados por 1 semana com os diferentes CHIs. Apés o tratamento os
linfonodos mesentéricos foram removidos e seu conteddo celular foi avaliado por
imunomarcacédo especifica para linfocitos, utilizando anticorpos especificos conjugados
com marcadores fluorescentes a posterior analise em citometria de fluxo. M1 foi o
composto com maior influéncia sobre diversos linfocitos. O eixo y representa a media
apos distribuicdo normal. *P < 0,05; **P < 0,01; **P < 0,001.



40

M1 foi o composto que apresentou maior aumento nas concentracoes de
células CD3'CD8"*, CD3'CD19" e CD11b" (Fig. 6), as quais sdo envolvidas nas
respostas imunes celulares e humorais em diversas patologias. O composto M8
por sua vez, aumentou as proporcoes das células CD3"CD8", que sdo envolvidas
nas respostas celulares. Este composto também exerceu grande influéncia em
macrofagos e em células de medula 6ssea, promovendo a producdo de o6xido
nitrico e o aumento de producdo de células CD45R/B220", respectivamente
(dados nao mostrados). Dentre os diversos compostos testados, o M1 e o M8

foram entdo selecionados para os estudos posteriores.
4.1.2. M1 e M8 néo alteram a expresséao de interferon tipo | e Il

O ensaio in vitro com células MxRage objetivou averiguar a influéncia dos
CHiIs sobre a expresséo do interferon tipo | e Il. Porém, quando as células foram
tratadas com M1 ou com M8, ndo foram detectadas alteracbes na expressédo do

IFN, tanto na presenca, quando na auséncia do agonista IFN-a (Figura 7).

A IFN-GFP

o

5 25- <

£ | 204

5

a 15_

g | 10

=

21 °

g 0 T T T 1

S $ Q& QO

- o\ » ’ @ ’

2| ¢ & 5S¢
¢t oo

Figura 7. Deteccéo da capacidade de influéncia do M1 e do M8 sobre a expresséo de IFN
do tipo | e Il. Células MxRage, quando estimuladas com IFN-a produzem um IFN com
GFP flanqueado. Assim, as células foram tratadas com M1 ou M8 por 24 hrs na auséncia
ou na presenca de IFN-a (agonista). Apds o tratamento, as células foram avaliadas em
citometria de fluxo. N&o foram observadas diferencas na expresséao do interferon tipo | e Il
(GFP") apés tratamento com M1 ou M8. Ctr. = controle (células sem nenhum tratamento);
V. = Células tratadas com o veiculo dos compostos. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.
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4.1.3. M1 altera a atividade de pNF-kB

Para avaliar a possivel agdo de M1 e de M8 sobre a ativacdo do pNF-kB foi
utilizado células de adenocarcionoma de colon-retal humano (linhagem HT29)
alteradas geneticamente para produzir GFP quando pNF-kB esta ativado. Assim,
as células foram expostas para os compostos (M1 ou M8), na auséncia ou na
presenca do agonista (TNF-a) por 24 horas. Apds o periodo de exposicdo, foi
observado alteragdes na ativacdo do pNF-kB induzida por TNF-a, somente com o
tratamento de M1 (Fig. 8). A partir deste resultado foi realizada uma segunda
triagem nas células HT29 com o M1, agora utilizando diferentes concentracdes
(10% e 30%, isto é, uma concentracdo inferior e outra superior a dose
convencionalmente utilizada, que é de 20%). Os resultados obtidos foram
similares, mostrando a significante reducdo na ativacdo do pNF-kB nos grupos

com tratamento conjunto ao TNF-a (Fig. 8).

A NFkB-GFP

Média da quantificagéo por citometria

Figura 8: Avaliacdo do potencial de influéncia sobre a ativacdo do pNF-kB em células
tumorais. As células HT29 foram tratadas com M1 ou com M8 por 24 horas, na auséncia
ou na presenca de TNF-a (agonista). A seguir, as células foram avaliadas quanto a
expressao de pNF-kB, em citometria de fluxo, observando o pico para a emissdo de GFP.
M1 demonstrou grande potencial de diminuicdo da ativacdo do pNF-kB induzida por TNF-
a, mesmo em diferentes concentra¢des (10%, 20% e 30%). M8 ndo influenciou as células
na ativacdo do pNF-kB induzida por TNF-a. Ctr. = controle (células sem nenhum
tratamento); V. = Células tratadas com o veiculo dos compostos. *P < 0,05; **P < 0,01;

***pP < 0,001.
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4.4. M1 e M8 nao alteram a capacidade fagocitica de macrofagos peritoneais
obtidos de C56BL/6

Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram tratados por 48 h
com os CHIs e submetidos a ensaio de fagocitose, utilizando fluorosferas
opsonizadas com SFB. Os resultados estéo ilustrados na Figura 9, onde pode-se
verificar que ndo houve diferengas significativas entre as células analisadas nos
seguintes parametros: macrofagos que ndo mostraram fagocitose, macrofagos
gue fagocitaram pouco - de 1 a trés “beads” e macréfagos que fagocitaram muito -
mais de 4 “beads” (Figura 9).
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Figura 9: Avaliacdo da capacidade fagocitica de macréfagos de camundongos C57BL/6
na presenca de M1 ou M8. Nao foram observadas diferencas significativas por
microscopia confocal, utilizando a sobreposi¢cdo de imagens adquiridas em campo claro,
em fluorescéncia para o marcador em verde (fluorosferas) ou para o marcador em
vermelho (TO-PRO3, marcador nuclear). No ensaio quantitativo por citometria de fluxo
também ndo foram verificadas diferencas significativas sobre a fagocitose (gréficos)
guando avaliado: Macrofagos que ndo fagocitaram; macréfagos que fagocitaram pouco (1
a 3 esferas); macréfagos que fagocitaram muito (mais que 3 esferas). O eixo y dos
gréaficos representa a média apoés distribuicdo normal. *P < 0,05; **P < 0,01; **P < 0,001.
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4.2. DISCUSSAO

Como triagem inicial para deteccdo de potencial imunoestimulante, foi
realizada o experimento in vivo com camundongos albinos sui¢cos para deteccéo
das concentracdes de subtipos leucocitarios de linfonodos periféricos apos
tratamento com os CHlIs. Esta triagem prévia visou analisar o potencial de
influéncia nas proporcbes de células imunitarias envolvidas nas respostas
imunolégicas e demonstrou varias mudancgas significativas nas concentracdes
celulares de linfécitos CD3"CD4", CD3'CD8*, CD3'CD19*, CD3Dx5" e CD11b",
apos tratamento in vivo (Fig. 6). Estes resultados possibilitaram a selecao do M1,
como promissor composto imunomodulador a ser utilizado nos ensaios
posteriores.

M1 demonstrou grande capacidade de aumentar a concentracdo de
monacitos, linfocitos B e Tc, que séo células envolvidas em resposta imune celular
e humoral em diversas patologias. O composto M8 por sua vez, aumentou as
proporcdes dos linfocitos Tc, que séo importantes componentes das respostas
celulares. Por outro lado, este composto também exerceu uma grande influéncia
em macrofagos e em células de medula 0ssea (dados ndo mostrados), assim M8
também foi selecionado para os posteriores estudos.

Considerando que a imunoestimulacdo baseada em administracdo de
interferon do tipo | (IFN-a) tem sido indicada como uma efetiva imunoterapia para
casos de melanoma (ASCIERTO; KIRKWO, 2008), o proximo passo foi avaliar in
vitro a possibilidade da influéncia do M1 ou do M8 de serem estimulantes ou ndo
da expressdo do IFN do tipo | e Il. Para tanto, foi utilizado um modelo
desenvolvido por Bollati-Fogollin e Muller, 2005, que consiste de linhagem celular
reporter MxRage, a qual co-expressa GFP flanqueado por IFN do tipo | e do tipo Il
Esta linhagem foi testada com tratamento dos CHIs tanto na auséncia do IFN-a
(para averiguacdo da capacidade estimulante da expressédo do IFN do tipo | e II),
guanto na presenca (para averiguagdo da capacidade inibitéria da expressao do
IFN do tipo | e IlI). No entanto, os resultados obtidos ndo mostraram diferencas

significativas nos tratamentos com os CHls testados (Fig. 7).
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A possivel acdo de M1 e de M8 também foi avaliada sobre a estimulacéo de
NF-kB em células tumorais de adenocarcinoma colon-retal. O NF-kB é um fator de
transcricdo nuclear, que nas células tumorais esta relacionado com tumorigénese,
progressdo de metastases, promocdo de atividade anti-apoptética,
guimioresisténcia e atua como regulador positivo do ciclo celular e de outros
fatores de sobrevivéncia (PIKARSKY; BEN-NERIAH, 2006, NAKANISHI; TOI,
2005). O tratamento in vitro com M1 em diferentes concentracées diminuiu a
ativacdo do NF-kB induzida por TNF-a nas células de adenocarcinoma colon-retal
humano - HT29 (Fig. 8).

Normalmente a sinalizacdo de TNF-a ndo exerce efetiva inducdo de morte
em células tumorais. Porém, foi observado que a inibicdo in vitro da atividade de
NF-kB promove morte celular induzida por TNF-a em diversas linhagens celulares
tumorais (WANG et al., 1999).

Os resultados séo relevantes por demonstrarem que o composto M1 pode
influenciar diretamente em células tumorais. Além disto, cabe destacar que o
cancer colon-retal € metastatico e possui alta taxa de mortalidade, além de ser
frequentemente recorrente ap0s remocao cirdrgica. Aliado a este fato, ha poucos
agentes quimioterapéuticos disponiveis para tratar canceres metastaticos com
efetividade (ABULAFI; WILLIANS, 2005, HIND et al., 2008), o que reforca mais
ainda a importancia da acdo do M1 sobre estas células.

O ensaio para avaliar a estimulacdo do potencial fagocitario ndo mostrou
significancia estatistica ap0s os tratamentos in vitro de macrofagos peritoneais de
camundongos da cepa C57BL/6 e fagocitose de beads opsonizados. No entanto,
cabe salientar que diferencas em potencial de estimulacdo imunolégica podem ser
encontradas em camundongos C57BL/6 em comparacdo com outros.
Possivelmente isto se deve ao fato de que esta cepa murina possui respostas
inatas e Thl fortemente estabelecidas, as quais limatam o uso desta para
guestbes imunologicas (RIVERA; TESSAROLLO, 2008). Porém, esta cepa € a
mais utilizada para ensaios com melanoma metastatico, por refletir diversas
caracteristicas do melanoma humano e ser a Unica compativel com ensaios de
metastase pulmonar com células B16F10 (OVERWIJK; REST, 2001).
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5. CAPITULO 2: ESTUDOS IN VITRO E IN VIVO DO M1 EM MODELO DE
MELANOMA MURINO COM CELULAS B16F10

5.1. RESULTADOS

5.1.1. Células B16F10 expostas para o M1 ndo apresentam alteracdes em
marcadores celulares

As células B16F10 foram tratadas in vitro por 48 h com M1 ou com o
veiculo. Primeiramente foi analisado a possibilidade do tratamento desencadear
morte celular. Assim, a viabilidade foi avaliada utilizando o corante fluorescente 7-
AAD e andlise em citometria de fluxo. No entanto, ndo houve alteracbes
significativas (dados n&o mostrados).

Possiveis alteracdes em moléculas envolvidas com malignicidade também
foram analisadas. Assim, a expressao de E-caderina (Fig. 17A), CD74 intracelular
(Fig. 17B), bem como CD74 extracelular (Fig. 17C) foram avaliadas com o uso de
anticorpos especificos, seguido das analises em citdmetro de fluxo. Os resultados
mostram que n&o houve diferengas significativas entre os tratamentos, com M1 ou
com o veiculo (Fig. 10 A-C).

O préximo passo foi avaliar o ciclo celular. Assim, com o uso de iodeto de
propideo e andlise em citometria de fluxo, foi constatado que a concentragcfes de
células em fases Gy, S e G,/M, ndo apresentaram diferencas significativas,
quando comparado o tratado com o veiculo (Fig. 10D) com o tratado com M1 (Fig.
10E).



47

Eventos

10° 10° 10°

Fluorescéncia relativa

Figura 10: A expressdo das moléculas envolvida com malignicidade foi avaliada por
citometria de fluxo nas células B16F10 tratadas por 48 h com M1 ou com veiculo. A E-
caderina (A), o CD74 intracelular (B) e o CD74 extracelular (C) ndo apresentaram
alteracdes significativas. A linha preta indica o tratamento com M1 e a linha preenchida
em vermelho, indica o grupo veiculo (A-C). A influéncia sobre a proliferacdo foi avaliada
por citometria de fluxo ap6s coloracdo com iodeto de propidio (PI). Os grupos avaliados
ndo apresentaram diferencas significativas. D — Veiculo e E — M1.
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5.1.2. Analise do perfil de invasédo celular in vitro apos o tratamento com M1

A possibilidade do tratamento com M1 influenciar no perfil de adeséo
celular, bem como na capacidade de invaséo das células de melanoma murino (in
vitro) foram avaliados. Assim, as ceélulas foram previamente tratadas ou néo
(controle) com veiculo (V.) ou com M1, por 48 h. Ap6s o tratamento as células
foram plagueadas em “Transwell” previamente recobertos com matrigel, conforme
descrito em detalhes em Materiais e Métodos.

Na andlise em microscopia eletrénica de varredura (MEV) é nitido que no
grupo M8 houve uma diminuicdo da adeséo celular, bem como uma menor
capacidade invasiva (Fig. 11). A invasao celular foi revelada pela exposi¢cdo dos
poros do “Transwell’, os quais ndo estavam visiveis devido a cobertura com
matrigel, e foram expostos ap0s a degradacdo das proteinas de matriz
extracelular.

A capacidade de invasao foi avaliada com o uso do software ImageJ, o qual
guantificou em pixel (Px) as areas expostas dos poros resultantes da atividade
proteolitica das células B16F10. A analise revela que ha uma nitida diferenca da
capacidade invasiva das células que foram expostas ao M1, mostrando que houve
reducdo da invasao para aproximadamente 1/3, quando comparado com O grupo
controle (Px 8400 para o controle e 3100 para o M1).
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Figura 11: A capacidade invasiva de células B16F10, tratadas in vitro por 48 h, foi
mensurada por sistema Transwell-Matrigel, no qual as células com maior potencial
invasivo demonstram maior degradacdo de matrigel e consequiente maior exposi¢cao dos
poros de 8um do inserto. No grupo tratado com M1 houve uma intensa alteracéo
morfolégica e diminuicdo da capacidade de adeséo das células B16F10 sobre o matrigel.
Fotos por MEV e analise de densitometria da area dos poros por pixels (Px) pelo software
ImageJ. Ctr. B16F10+ = Células B16F10 sem nenhum tratamento; V. = Células B16F10
tratadas com o veiculo dos compostos.
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5.1.3. Estudo in vivo com células B16F10 em modelo de metastase pulmonar

Camundongos da linhagem C57BL/6 foram submetidos ou ndo (controle
negativo) a inoculacdo com as células B16F10 na veia caudal. Posteriormente, 0s
animais foram tratados ou ndo (Ctr + B16F10) com veiculo ou com M1 por
inalacdo por 15 dias. Apés o periodo de tratamento foi avaliada a massa corpérea
dos animais, antes da eutanasia. Como representado na Fig. 12, ndo houve
diferencas significativas entre a relacdo massa antes e ap0s o0 periodo de
inoculacéo das células tumorais, bem como apds o periodo de tratamento.

O pulméo de cada animal foi devidamente removido e avaliado. A Figura
13A mostra o pulméo normal (animal ndo inoculado com células de melanoma). Ja
as Figuras 13B-D ilustra os animais que receberam inoculagdo com células
B16F10, mostrando que houve a implantacdo destas células no pulméo, com o
desenvolvimento de diversos nddulos tumorais. No entanto € nitido que o
tratamento com M1 leva a um menor nimero de nédulos (Fig. 13D). A analise
estatistica, a partir da contagem dos ndédulos tumorais, confirmou que a diminuigdo

observada apos tratamento com M1 é significante (p<0,001)(Fig. 13E).
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Figura 12: Avaliacdo da massa corpdrea dos animais que desenvolveram ou nao
(controle negativo) metastases apds inoculagdo com melanoma e posterior tratamento ou
nao (Ctr+ B16F10) com veiculo (V.) ou com M1. Nao houve diferencas significativas de
variacdo de massa entre 0s grupos. Observa-se também que todos os animais
apresentaram um discreto ganho de massa ap0s o periodo de tratamento (pés). *P <
0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.
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Figura 13 : Avaliagdo do potencial metastéatico. Fotografia obtida da hemiface dorsal do
pulmé&o. O tratamento por 15 dias por via inalante com o composto M1 (D) regrediu
significativamente a contagem de nddulos metastaticos. A = Controle negativo, pulméo de
animal isento da inoculagéo de células tumorais; B = Controle positivo para metastase por
B16F10, de animal inoculado (i.v.), porém ndo submentido ao tratamento por inalagédo. C
= Animal inoculado e exposto ao tratamento por inalacdo com o veiculo; D = Animal
inoculado e exposto ao tratamento por inalacdo com M1; E = Contagens de nédulos
metastaticos. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.
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5.1.4. Quantificacdo de células imunitarias sanguineas no modelo de metastase

pulmonar

O sangue coletado dos animais foi submetido a dois tipos de
processamento: o esfregaco sanguineo seguido de coloragdo diferencial para
contagem de células polimorfonucleares por microscopia Optica e o0
processamento para citometria de fluxo, utilizando anticorpos especificos para
distingcdo dos subtipos linfocitarios conforme a Tabela 1 em Materiais e Métodos.
No entanto, ndo houve diferengcas estatisticamente significativas dentre as

analises realizadas (Fig. 14).
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Figura 14: Fenotipagens e imunofenotipagens de células imunitarias sanguineas.
Basdfilos, eosindfilos, monécitos e neutrdfilos foram identificados por sua morfologia
celular caracteristica, utilizando microscopia Optica ap6s coloracéo diferencial. Ndo foram
detectados mastdocitos nas laminas de esfregaco sanguineo. Os linfécitos foram
identificados por citometria de fluxo apos imunomarcagdo com anticorpos especificos,
descritos na Tabela 1. Ndo houve diferencas significativas dentre os subtipos celulares
desta analise no modelo de metastase pulmonar com tratamento com M1 por via inalante.

Os eixos y representam a média apoés distribuicdo normal. V. = veiculo.
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5.1.5. Estudo histopatolégico

Os cortes histolégicos dos pulmdes, dos animais inoculados ou ndo com
células de melanoma e tratados ou nao por inalagdo com veiculo ou com M1,
foram entdo avaliados com relacao ao perfil histopatolégico, apds coloracdo com
HE. Os resultados estdo representados na Figura 15, onde observa-se que no
panorama estrutural foram verificadas células de melanoma de morfologia
poliédrica (epitelidide) com grandes quantidades de melanina citoplasmatica em
granulos ou perinuclear. Foram observadas também padrbes de proliferacdo
aberrantes e nodulares nas regibes bronco-alveolares caracteristicos do
melanoma de padréo epitelidéide (Fig. 15B). O tratamento com M1 promoveu uma
visivel diminuicdo do volume das massas tumorais dos nédulos metastaticos (Fig.
15D).

Com base nestas evidéncias, o estudo de mediadores de angiogénese e
invasividade tornou-se importante. Assim, cortes histolégicos do pulméo dos
animais tratados ou ndo, foram submetidos ao ensaio de marcacao
imunohistoquimica do perlecam, um proteoglicano de heparam sulfato,
caracteristico da matriz extracelular e importante para a formacao de novos vasos
sanguineos. Embora néo estatisticamente significativa, a expressdo do perlecam
foi encontrada em forte tendéncia de diminui¢cdo apos o tratamento com M1 (Fig.
16A-D). A analise estatistica esta expressa na Figura 16E.

Nado foram verificadas lesGes macroscopicas em outros 0Orgaos que

justificassem a execucao do estudo histopatoldgico e posterior imunohistoquimica.
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Figura 15: Fig. A: Pulmao normal isento de células tumorais e de tratamento. Fig. B a D:
Pulmdes de camundongos com de metastase pulmonar. Fig. B: Controle positivo, isencao
de tratamento; Fig. C: Tratamento com o veiculo; Fig. D: Tratamento com o M1. O
tratamento com M1 promoveu a diminuicdo do volume e a quantidade dos nddulos
tumorais. Barra = 50 pm.
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Quantificac&o por ImageJ

Figura 16: Fig. A: Pulmdo normal. B a D: Pulmdes de camundongos com de metéstase pulmonar.
Fig. A: Controle negativo, isengdo de tratamento; Fig. B: Controle positivo, isencédo de tratamento;
Fig. C: Tratamento com o veiculo; Fig. D: Tratamento com o M1. Analise por ImageJ da expressao
de perlecam apdés imunohistoquimica e contra-coloragdo com Giemsa. A &rea do “threshold”
especifico da marcacdo do DAB foi selecionada para cada Figura, mensurada e dividida pela
media dos valores obtidos para 0 mesmo “threshold” nas fotografias de grupos corados apenas
com Giemsa para a eliminagéo de interferéncia de melanina. O grupo M1 demonstrou diminui¢cao
na expressdo do perlecam (Fig. E). Grafico: a = controle negativo; b = controle positivo para a
metéstase e sem tratamento; ¢ = tratamento com o veiculo; d = tratamento com M1. Os valores
finais foram submetidos & ANOVA unifatorial com pds-teste de Tuckey. Os eixos y e x dos gréaficos
representam a media apoés distribuicdo normal e o grupo / tratamento respectivamente. *P < 0,05.
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5.2. DISCUSSAO

Células tumorais usam multiplos mecanismos para escapar da vigilancia
imunolégica. Pouco é conhecido a respeito da efetividade de terapias alternativas
e complementares no cancer e 0s poucos estudos disponiveis na literatura foram
realizados em escopo limitado. Apesar disto, a imunoestimulagdo por produtos
naturais vem sido pesquisada em modelos animais e em pacientes com cancer
como uma possibilidade complementar aos procedimentos quimioterapicos
convencionais (MILAZZO et al., 2006; BELLAVITE et al. 2006).

Resultados prévios mostraram que CHIs podem ser importante
imunoestimuladores, como por exemplo, do tratamento de macrofagos murino
com um especifico CHI que diminuiu a expressao do fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), aumentou a atividade da NADPH oxidase, a expressado da enzima oxido
nitrico sintase induzivel (iNOS) e promoveu uma diferencial expressdo génica
(PIEMONTE; BUCHI, 2002; OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2008).
Estudos prévios ja demonstraram promissores resultados de CHIs como terapia
complementar para imunomodulagdo em modelos de cancer (SATO et al., 2005;
GUIMARAES et al., 2009; PASCUAL et al., 2006). Referente a complexos
provenientes do extrato de Chelidonium majus, estudos prévios demonstraram
promissores efeitos antitumorais em diferentes modelos animais até pesquisas
clinicas (ERNST; SCHMIDT, 2005). Em modelos de céncer metastatico em
camundongos C57BL/6, extratos de C. majus mostraram uma diminuicdo
significante de metastases em pulm&o de carcinoma de Lewis associado com
imunoestimulacdo (GRINEVICH et al., 2005). Além disto, tais extratos mostraram
propriedade pré-apoptética em diversas linhagens celulares tumorais
(HABERMEHL et al., 2006).

A progressdo do melanoma assim como outros canceres malignos envolve
fatores como a diminuicdo da expressdo da E-caderina e aumento da expressao
do CD74 intra e extracelular que confere motilidade celular e escape da vigilancia
imunoldgica, respectivamente (BURTON et al., 2004, TUCCI et al., 2007). Apesar
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disto a expressédo da E-caderina e do CD74 intra e extracelular ndo demonstrou
diferencas significativas apos o tratamento com M1. Em um estudo com modelo
de tratamento com CHIs em camundongos albinos suicos com inoculacdo de
sarcoma-180, Sato et al., 2005 demonstraram grande capacidade desta categoria
deste tratamento de promover aumento dos niveis dos linfocitos TCD4, TCDS8 e
NK no compartimento sanguineo dos animais. Diferentemente dos camundongos
suicos albinos, os camundongos C57BL/6 ndo demonstraram grande influencia
sobre os linfocitos circulantes da corrente sanguinea assim como a atividade
fagocitica de macréfagos peritoneais apos o tratamento (Cap. 1). Isto pode ser
resultante das caracteristicas imunolégicas “background” deste camundongo que
possui um intrinseco e forte estabelecimento da imunidade inata e Th1l que limita o
uso dessa cepa de camundongo para correlacdes imunologicas, como ja
comentadas no capitulo 1 (RIVERA; TESSAROLLO, 2008). Porém a cepa
C57BL/6 € a mais utilizada para como modelo murino para simular melanoma
metastatico porque reflete varias caracteristicas do melanoma metastatico
humano, alem disto € a Unica cepa compativel com o modelo de inoculacdo de
células de melanoma B16F10 (OVERWIJK; RESTIFO, 2001).

Em termos de mecanismos de acdo do tratamento com M1 em células
metastaticas B16F10 e seu respectivo modelo in vivo, podemos concluir que M1
age como um discreto inibidor da expressdo do perlecam, inibidor da adesao
celular e invasao e como supressor da atividade do NF-kB associada com morte
celular (Cap. 1). Perlecam € um importante componente da matriz extracelular que
possui forte correlacdo com varios fatores de metastase, angiogénese e
invasividade em células tumorais. Quando esta molécula é derivada do tumor, é
distribuida em sua matriz e cria um microambiente capaz de induzir
neovascularizacdo, crescimento tumoral e invasdo (JIANG et al., 2003, JIANG et
al., 2004). O impedimento da adesdo de células de melanoma nas moléculas de
matriz extracelular induz perda de sobrevivéncia e apoptose, este mecanismo tem
sido investigado como promissor via terapéutica contra canceres metastaticos
(SMITH et al., 2005, HEHLGANS; HAASE; CORDES, 2007). O ensaio de invasao

de células B16F10 em membranas de sistema transwell revestidas com matrigel
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como substrato mostrou perda de adesdo celular associada a diminuicdo da
habilidade proteolitica das células sobre o0 substrato. Tais resultados reunidos,
conjuntamente as informacdes do capitulo 1, sugerem que o M1 é um promissor
agente indutor de dorméncia tumoral e diminuicdo dos nddulos metastaticos de
melanoma em numero e massa assim como controle de respostas excessivas e
ineficientes do organismo. Finalmente, estes resultados sugerem que este CHI é
um potencial candidato como terapia complementar no qual pode favorecer a
efichcia de terapias convencionais contra células tumorais ou por induzir

dorméncia direta sobre as neoplasias malignas.
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6. CAPITULO 3: ESTUDOS IN VITRO E IN VIVO DO M8 EM MODELO DE
MELANOMA MURINO

6.1. RESULTADOS

6.1.1. Células B16F10 expostas para o M8 ndo apresentam alteracdes em
marcadores celulares

As células B16F10 foram tratadas in vitro por 48 h com M8 ou com o
veiculo. Primeiramente foi analisada a possibilidade de o tratamento desencadear
morte celular. Assim, a viabilidade foi avaliada utilizando o corante fluorescente 7-
AAD e andlise em citometria de fluxo. No entanto, ndo houve alteracbes
significativas (dados n&o mostrados).

Possiveis alteracdes em moléculas envolvidas com malignicidade também
foram analisadas. Assim, a expressao de E-caderina (Fig. 17A), CD74 intracelular
(Fig. 17B), bem como CD74 extracelular (Fig. 17C) foram avaliadas com o uso de
anticorpos especificos, seguido das analises em citdmetro de fluxo. Os resultados
mostram que ndo houve diferengas significativas entre o tratamento, com M8 ou
com o veiculo (Fig. 17 A-C).

O préximo passo foi avaliar o ciclo celular. Assim, com o uso de iodeto de
propideo e andlise em citometria de fluxo, foi constatado que a concentragcfes de
células em fases Gy, S e Gu/M, ndo apresentaram diferencas significativas,
quando comparado o tratado com o veiculo (Fig. 17D) com o tratado com M8 (Fig.
17E).
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Figura 17: A expressdo das moléculas envolvida com malignicidade foi avaliada por
citometria de fluxo nas células B16F10 tratadas por 48 h com M8 ou com veiculo. A E-
caderina (A), o CD74 intracelular (B) e o CD74 extracelular (C) ndo apresentaram
alteracdes significativas. A linha preta indica o tratamento com M8 e a linha preenchida
em vermelho, indica o grupo veiculo (A-C). A influéncia sobre a proliferacao foi avaliada
por citometria de fluxo ap6s coloracdo com iodeto de propidio (PI). Os grupos avaliados
ndo apresentaram diferencas significativas. D — Veiculo e E — M8.
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6.1.2. Analise do perfil de invasédo celular in vitro apos o tratamento com M8

A possibilidade do tratamento com M8 influenciar no perfil de adeséo
celular, bem como na capacidade de invaséo das células de melanoma murino (in
vitro) foram avaliados. Assim, as ceélulas foram previamente tratadas ou néo
(controle) com veiculo (V.) ou com M8, por 48 h. Ap6s o tratamento as células
foram ensaiadas para a adesdo em placas “Transwell” previamente recobertos
com matrigel, conforme descrito em detalhes em Materiais e Métodos.

Na analise em microscopia eletrénica de varredura (MEV) € nitido que no
grupo M8 houve uma diminuicdo da adeséo celular, bem como uma menor
capacidade invasiva (Fig. 18). A invasao celular foi revelada pela exposi¢do dos
poros do “Transwell”, os quais ndo estavam visiveis devido a cobertura com
matrigel, e foram expostos ap0s a degradacdo das proteinas de matriz
extracelular.

A capacidade de invasao foi avaliada com o uso do software ImageJ, o qual
guantificou em pixel (Px) as areas expostas dos poros resultantes da atividade
proteolitica das células B16F10. A analise revela que ha uma nitida diferenca da
capacidade invasiva das células que foram expostas ao M8, mostrando que houve
reducdo da invasao para aproximadamente 1/3, quando comparado com O grupo
controle (Px 6854 para o controle e 2116 para o0 M8).



64

MEV Analise por ImageJ

ne b

Ctr. B16F10+

Figura 18: A capacidade invasiva de células B16F10, tratadas in vitro por 48 h, foi
mensurada por sistema Transwell-Matrigel, no qual as células com maior potencial
invasivo demonstram maior degradacao de matrigel e conseqiiente maior exposicao dos
poros de 8um do inserto. No grupo tratado com M8 houve uma intensa alteracdo
morfoldgica e diminuicdo da capacidade de adesao das células B16F10 sobre o matrigel.
Fotos por MEV e analise de densitometria da area dos poros por pixels (Px) pelo
software ImageJ. Ctr. BL6F10+ = Células B16F10 sem nenhum tratamento; V. = Células
B16F10 tratadas com o veiculo dos compostos.
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6.1.3. Estudo in vivo com células B16F10 em modelo de metastase pulmonar

Camundongos da linhagem C57BL/6 foram submetidos ou ndo (controle
negativo) a inoculacdo com as células B16F10 na veia caudal. Posteriormente, 0s
animais foram tratados ou ndo (Ctr + B16F10) com veiculo ou com M8 por
inalagdo por 15 dias. Apds o periodo de tratamento foi avaliado a massa corpérea
dos animais, antes da eutanasia. Como representado na Fig. 19, ndo houve
diferencas significativas entre a relacdo massa antes e ap0s o0 periodo de
inoculacéo das células tumorais, bem como apds o periodo de tratamento.

O pulméo de cada animal foi devidamente removido e avaliado. A Figura
20A mostra o pulmé&o normal (animal ndo inoculado com células de melanoma). Ja
as Figuras 20B-D ilustra os animais que receberam inoculagdo com células
B16F10, mostrando que houve a implantacdo destas células no pulmé&o, com o
desenvolvimento de diversos nodulos tumorais. No entanto € nitido que o
tratamento com M8 leva a um menor nimero de nédulos (Fig. 20D). A analise
estatistica, a partir da contagem dos nodulos tumorais com o auxilio de lupa

estereoscopica, confirmou que a diminuicdo observada é significante (***P<0,001).
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Figura 19: Avaliacdo dos parametros fisicos dos animais que desenvolveram ou ndo
(controle negativo) metastases apds inoculagdo com melanoma e posterior tratamento ou
nao (Ctr+ B16F10) com veiculo (V.) ou com M8. Os animais demonstraram similaridade
em termos de tamanho relativo corporal e massa corpérea (expressa no grafico em
gramas). Nao houve diferencas significativas de variagdo de massa entre 0S grupos.
Observa-se também que todos 0s animais apresentaram um discreto ganho de massa

apos o periodo de tratamento (p6s). *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.
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Figura 20 : Avaliacdo do potencial metastético. Fotografia obtida da hemiface dorsal do
pulmé&o. O tratamento por 15 dias por via inalante com o composto M8 (D) regrediu
significativamente a contagem de nddulos metastaticos. A = Controle negativo, pulmao de
animal isento da inoculagéo de células tumorais; B = Controle positivo para metastase por
B16F10, de animal inoculado (i.v.), porém ndo submentido ao tratamento por inalagédo. C
= Animal inoculado e exposto ao tratamento por inalacdo com o veiculo; D = Animal
inoculado e exposto ao tratamento por inalagdo com M8; E = Representagdo grafica da
ANOVA unifatorial com p6s-teste de Tuckey sobre as contagens de nédulos metastaticos.

*P <0,05; *P < 0,01; **P < 0,001.
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6.1.4. Deteccdo de células imunitarias sanguineas no modelo de metastase
pulmonar

O sangue coletado dos animais foi submetido a dois tipos de
processamento: o esfregaco sanguineo seguido de coloragdo diferencial para
contagem de células polimorfonucleares por microscopia Optica e o0
processamento para citometria de fluxo, utilizando anticorpos especificos para
distingcdo dos subtipos linfocitarios conforme a Tabela 1 em Materiais e Métodos.
Os resultados estdo expressos na Figura 21, onde observa-se que basdfilos e
neutrofilos apresentaram-se em maiores concentracbes apos o tratamento com
M8. No entanto, ndo houve diferencas estatisticamente significativas para as

demais andlises realizadas (Fig. 21).
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Figura 21: Fenotipagens e imunofenotipagens de células imunitarias sanguineas.

Basdfilos, eosindfilos, monécitos e neutrdfilos foram identificados por sua morfologia
celular caracteristica, utilizando microscopia Optica apés coloracao diferencial. Basofilos e
neutréfilos foram detectado em maiores concentragBes apos o tratamento com M8. Néo
foram detectados mastécitos nas laminas de esfregaco sanguineo. Os linfécitos foram
identificados por citometria de fluxo apos imunomarcagdo com anticorpos especificos,
descritos na tabela 1. Nao houve diferencas significativas em subtipos de linfocitos (B,
NK, NKT, Tc e Th) no modelo de metastase pulmonar com tratamento com M8 por via
inalante. Os eixos y representam a média apos distribuicdo normal. V. = veiculo. *P <

0,05.
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6.1.5. Estudo histopatolégico

Os cortes histoldgicos dos pulmdes, dos animais inoculados ou ndo com
células de melanoma e tratados ou nao por inalagdo com veiculo ou com M8,
foram entdo avaliados com relacdo ao perfil histopatologico, apos coloracdo com
HE. Os resultados estdo representados na Figura 22, onde se observa que no
panorama estrutural foram verificadas células de melanoma de morfologia
poliédrica (epitelidide) com grandes quantidades de melanina citoplasmatica em
granulos ou perinuclear. Foram observadas também padrbes de proliferacdo
aberrantes e nodulares nas regifes broncoalveolares caracteristicos do melanoma
de padrao epitelioide (Fig. 22B). O tratamento com M8 promoveu representativa
diminuicdo do volume das massas tumorais dos nddulos metastaticos (Fig. 22D).

Com base nestas evidencias, o estudo de mediadores de angiogénese e
invasividade tornou-se importante. Assim, cortes histolégicos do pulméo dos
animais tratados ou n&o, foram submentidos ao ensaio de marcacao
imunohistoquimica do perlecam, um proteoglicano de heparam sulfato,
caracteristico da matriz extracelular e importante para a formacao de novos vasos
sanguineos. Surpreendentemente, a expressdo do perlecam foi encontrada
significativamente diminuida ap6s o tratamento com M8 (Fig. 23A-D). A analise
estatistica confirmou este resultado e estd expressa na Figura 23E.

Nado foram verificadas lesGes macroscopicas em outros 0Orgdos que

justificassem a execucao do estudo histopatoldgico e posterior imunohistoquimica.
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Figura 22: Fig. A: Pulmao normal, isento de células tumorais e de tratamento. Fig. B a D:
Pulmdes de camundongos com de metastase pulmonar. Fig. B: Controle positivo, isencao
de tratamento; Fig. C: Tratamento com o veiculo; Fig. D: Tratamento com o M8. O
tratamento com M8 promoveu a diminuicdo do volume e a quantidade dos nddulos

tumorais. Barra = 50 um.



72

A
3=
?
on
m
E|l 2
8
gf +
3
=
€| ot=s T
5l @ & v e
Gl &°
&

Figura 23: Ensaio de imunohistoquimica para a detec¢do do perlecam. A: Pulm&o normal,
mostrando praticamente a auséncia de marcacao para este proteoglicano (Ctr. neg). B-D: Pulmdes
de camundongos com metastase pulmonar, de animais tratados ou n&o (B: controle + B16F10)
com veiculo (V.) (C) ou M8 (D). Ap6s o ensaio de imunohistoquimica os tecidos foram contra-
colorados com Giemsa, para “mascarar’ por metacronasia a melanina das células B16F10,
gerando um produto final verde escuro, o qual diferencia-se da marcacao para o DAB. Utilizando a
ferramenta “threshold” do software ImageJ foi selecionada para cada Figura apenas a marcacao do
DAB, a qual foi mensurada e dividida pela média dos valores obtidos para o mesmo “threshold” dos
grupos corados apenas com Giemsa. Os valores finais foram submetidos a ANOVA unifatorial com
pés-teste de Tuckey. O grupo M8 demonstrou significante diminuicdo na expressdo do perlecam
(E). O eixo y representa a média ap6s distribui¢cdo normal. *P < 0,05.
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6.2. DISCUSSAO

Células tumorais usam multiplos mecanismos para escapar da vigilancia
imunoldgica. Pouco é conhecido a respeito da efetividade de terapias alternativas
e complementares no cancer e 0s poucos estudos disponiveis na literatura foram
realizados em escopo limitado. Apesar disto, a imunoestimulagdo por produtos
naturais vem sido pesquisada em modelos animais e em pacientes com cancer
como uma possibilidade complementar aos procedimentos quimioterapicos
convencionais (BELLAVITE et al., 2006; MILAZZO et al., 2006).

Resultados prévios mostraram que CHIs podem ser importante
imunoestimuladores. Pode citar alguns exemplos, como o tratamento de
macrofagos murino com um especifico CHI, que resultou na diminuicdo da
expressao do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (PIEMONTE; BUCHI, 2002),
no aumento da atividade da NADPH oxidase, levou a expressado da enzima 6xido
nitrico sintase induzivel (iINOS) (OLIVEIRA et al., 2006) e promoveu uma
expressao génica diferencial (OLIVEIRA et al., 2008). Varios estudos ja
demonstraram resultados promissores do uso de CHIs como terapia
complementar para imunomodulagcdo em modelos de cancer (SATO et al., 2005;
PASCUAL et al., 2006; GUIMARAES et al., 2009). Referente a complexos
provenientes do extrato de Calcarea carbonica, estudos prévios demonstraram
efeitos antitumorais promissores em melanoma por estimulacdo linfocitaria por
macrofagos ativados in vitro (GUIMARAES et al., 2009).

A progresséo do melanoma assim como outros canceres malignos envolve
fatores como a diminuicdo da expressdo da E-caderina e aumento da expressao
do CD74 intra e extracelular que confere mobilidade celular e escape da vigilancia
imunoldgica, respectivamente (BURTON et al., 2004, TUCCI et al., 2007). Apesar
disto a expressdo destes marcadores tumorais ndo demonstrou diferencas
significativas apos o tratamento com M8 (Fig. 17). Em um estudo com modelo de
tratamento com CHIs em camundongos albinos suicos, apds inoculacdo de
sarcoma-180, Sato et al.,, 2005 demonstraram uma grande capacidade desta
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categoria deste tratamento em promover aumento dos niveis dos linfocitos TCD4,
TCD8 e NK no sangue periférico dos animais. Diferentemente dos camundongos
suicos albinos, a linhagem C57BL/6 ndo demonstrou grande alteracbes sobre os
linfécitos circulantes da corrente sanguinea, assim como a atividade fagocitica de
macrofagos peritoneais apos o tratamento, conforme observado nos resultados
apresentados no Capitulo 1. Isto pode ser resultante das caracteristicas
imunoldgicas (“background”) desta linhagem, a qual possui uma reposta primaria
mais estabelecida, exibindo uma resposta inata e de Thl potencializadas
(RIVERA; TESSAROLLO, 2008). Assim, 0 uso dessa cepa de camundongo &
limitado para correlagbes imunoldgicas, como ja comentadas no capitulo 1. No
entanto, a cepa C57BL/6 € a mais utilizada para como modelo murino para simular
melanoma metastatico, tendo em vista que reflete varias caracteristicas do
melanoma metastatico humano, além disto, € a Unica cepa compativel com o
modelo de inoculacdo de células de melanoma B16F10 (OVERWIJK; RESTIFO,
2001).

Em termos de acdo do tratamento com M8 neste modelo de metastase de
melanoma, podemos concluir que este composto possui ao menos duas funcdes
relevantes: antagonista da expressao do perlecam e inibidor direto de adeséo e da
capacidade de invaséo celular. Perlecam é um importante componente da matriz
extracelular e possui forte correlacdo com varios fatores envolvidos com
metastase, angiogénese e capacidade invasiva de células tumorais, em especial
de melanoma. O perlecam proveniente de tumor é distribuido em sua matriz
extracelular e cria um micro-ambiente apto para iniciar os eventos de
neovascularizagdo, crescimento tumoral e invasdo (JIANG; COUCHMAN, 2003,
JIANG et al., 2004). Este proteoglicano tem sido apontado como potencial alvo em
canceres metastaticos porque representa uma molécula central na integridade e
na estruturacdo da vasculatura tumoral e € o maior depoésito do fator de
neovascularizacdo FGF-2 (FJELDSTAD; KOLSET, 2005). O impedimento da
adesédo de células de melanoma nas moléculas de matriz extracelular induz perda
de sobrevivéncia e apoptose, este mecanismo tem sido investigado como uma via

terapéutica promissora contra cénceres metastaticos (SMITH et al., 2005,



75

HEHLGANS; HAASE; CORDES, 2007). O ensaio de invasédo de células B16F10
em membranas de sistema “Transwell”, recobertas com matrigel como substrato,
mostrou que apoés o tratamento com M8, as células diminuiram a capacidade de
adeséo celular, bem como a habilidade proteolitica sobre o substrato. Além disto,
basofilos e neutréfilos aumentaram significativamente na corrente sanguinea dos
animais com melanoma. Estas células tém sido apontadas como promissoras
células da imunidade inata que podem ser estimuladas contra o cancer porque
sdo as primeiras células aptas para detectar anormalidades teciduais como
necrose tumoral ou dano tecidual resultante do crescimento tumoral (LOFTI,
SCHREZENMEIER; LOTZE, 2009). Estes resultados juntos mostram uma possivel
“dorméncia” tumoral associada a diminuicdo dos nédulos tumorais em quantidade
€ massa, assim como a reacdo imunoldgica excessiva e ineficiente do organismo.
Finalmente estes resultados mostram que M8 & um candidato promissor para
terapia complementar, de modo a favorecer a eficacia dos tratamentos
convencionais por melhorar a resposta imune contra células tumorais ou por afetar

diretamente estas células, diminuindo a agressividade tumoral.
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7. CONCLUSAO

Os resultados mostram que diferentes CHIs sdo promissores como

terapia em neoplasias por estimular células do sistema imunitario ou por inibir

diretamente funcbes de células tumorais, assim as conclusbes do presente

trabalho foram:

Diferentes composicdes de CHIs sdo capazes de influenciar diferentemente
respostas imunologicas de camundongos Ssuicos.

O tratamento com M1 é capaz de inibir in vitro a atividade de pNF-kB de
células de adenocarcinoma coloretal humanas, quando tratadas em
associacao com TNF-a.

O tratamento in vitro com M1 ou com M8 nao afetou a atividade de
fagocitaria de macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6, assim
como a estimulacao ou inibicdo de expressédo de IFN em células MxRage.
Parametros caracteristicos de células tumorais, como a expressédo de CD74
e E-caderina, assim como o ciclo celular ndo foram afetados apods o
tratamento in vitro com M1 ou com M8 em células de melanoma murino
B16F10.

Fatores como adesdao, invasdo celular foram diminuidos apés o tratamento
com M1 ou com o0 M8, em ensaios in vitro sobre as células B16F10.

Em ensaios in vivo, M1 ou M8 foram capazes de minimizar a quantidade,
bem como o tamanho dos nodulos pulmonares, bem como alteraram a

expressao de um fator angiogénico, o perlecam.

Assim, é importante continuar as pesquisas com esse medicamento,

pois os resultados sugerem que M1 e M8 sejam moduladores poderosos,

coadjuvantes imunoterapicos para melhorar a resposta imunitaria contra células

tumorais, assim como promissores indutores de “dorméncia” tumoral.
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